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Introduction

L’infertilité canine est une problématique majeure en élevage canin. L’infertilité se
définie comme I’incapacité a concevoir des chiots viables. De maniére plus large les
problématiques d’infertilité regroupent les baisses de fécondité, c’est-a-dire du nombre de
chiots par portée, mais également la mortinatalité et les retards de croissances chez les
nouveaux nés.

Une origine bactérienne a ces troubles de la reproduction est souvent envisagée,
cependant cette hypothése doit s’inscrire dans une démarche diagnostique globale. Différentes
questions se posent alors au praticien : a quel moment suspecter une origine bactérienne dans
un contexte d’infertilité ? Quel prélévement réaliser ? Comment interpréter une culture
bactérienne ? Faut-il toujours rechercher une cause sous-jacente a une infection génitale ?
Quel peut étre de I’apport de la génétique moléculaire dans le diagnostic de I’infertilité ? Il est
nécessaire, pour répondre a ces questions d’établir un portrait du microbiote vaginal de la
chienne, de ses variations physiologiques, pathologiques ainsi que des facteurs a I’origine de
ces variations.

Au sein des bactéries présentes au niveau de la flore génitale, les mycoplasmes
occupent une place particuliere. Ces bactéries de petites tailles, dépourvues de paroi et munies
d’un génome réduit a I’extréme sont considérées comme des pathogénes potentiels dans
certaines affections génitales. Ce role pathogene, opportuniste ou non, est bien connu et
documenté chez la femme et la vache mais les données manquent chez la chienne.

Cependant malgré le manque de preuves formelles, les mycoplasmoses vaginales chez
la chienne sont considérées comme une situation pathologique a I’origine d’infertilité. Des
études ont permis de définir un seuil a partir duquel la quantité de mycoplasmes serait
pathologique. Pourtant les mycoplasmes sont souvent recherchés mais rarement quantifiés. La
simple détection des mycoplasmes est alors a 1’origine d’une antibiothérapie longue chez les
chiennes reproductrices.

Dans un contexte ou la résistance aux antibiotiques devient une problématique de
santé publique a I’échelle mondiale, les vétérinaires ne peuvent se permettre d’utiliser les
antibiotiques, dont I’arsenal n’évolue pas aussi vite que les résistances rencontrées, sans étre
assurés du réle pathogéne des bacteries ciblées.

Les vétérinaires ont un role essentiel aupres des éleveurs pour diagnostiquer
I’infertilité dans leurs élevages. De nouvelles données sont donc nécessaires pour évaluer

I’implication des mycoplasmes dans 1’infertilité canine mais egalement pour confirmer ou
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remettre en cause I’intérét des traitements antibiotiques actuellement mis en place lorsque des
mycoplasmes génitaux sont isolés chez la chienne.

Ces questions présentant un réel apport pour le praticien confronté a de I’infertilité
d’origine bactérienne, j’ai décidé de travailler sur ces sujets. En premiére partie, une synthese
bibliographique portera sur le microbiote vaginal de la chienne, sa composition et ses
variations ainsi que la place qu’occupent les mycoplasmes dans cet écosystéme complexe.
Dans une deuxiéme partie 1’étude portant sur I’impact de la charge en mycoplasmes et le
traitement de ces mycoplasmes sur la fertilité de chiennes suivie par le C.E.S.E.C.A.H (Centre
d’¢étude, de sélection et d’¢levage de chiens guides d’aveugles et autres handicapés) sera

exposée.
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Premiere partie : étude du microbiote vaginal de la chienne
et place des mycoplasmes
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La présence d’une population bactérienne commensale vivant sur et dans les
organismes des mammiferes peut représenter une difficulté dans I’approche de certaines
affections. Ces bactéries, pouvant étre a la fois bénéfiques et déléteres pour leurs hétes,
rendent I’ interprétation d’examens bactériologiques difficile. Pour interpréter correctement les
résultats d’examens bactériologiques, le praticien doit posséder une vision claire de la flore
bactériologique « normale » et relier ces résultats aux signes cliniques observés. Les cultures
bactériennes ont longtemps constitué la seule méthode de détection et d’identification des
micro-organismes. Aujourd’hui la génétique moléculaire permet une approche différente de
I’exploration des populations bactériennes.

Le tractus génital de la chienne possede sa propre flore. Le microbiote vaginal de la
chienne a été peu exploré et est mal connu par le praticien. Dans le diagnostic de I’infertilité,
une origine infectieuse est souvent suspectée et des examens bactériologiques sont souvent
réaliseés a partir d’écouvillons vaginaux. Trop souvent, un traitement antibiotique est mis en
place sans pour autant qu’une infection génitale ait ét¢ mis en évidence.

Les mycoplasmes sont réguliérement suspectés dans les problémes d’infertilité canine.
Il y a peu d’informations disponibles sur la prévalence de ces bactéries au niveau de la
mugqueuse génitale. Leur role pathogene n’a pas été clairement établi.

Dans un premier temps, nous définirons le microbiote génital de la chienne & partir des
données disponibles dans la littérature. Dans un second temps nous aborderons les variations
physiologiques et pathologiques de ce microbiote lors d’infertilité. Enfin, nous nous
intéresserons aux mycoplasmes, leur place dans le microbiote génital de la chienne ainsi que

leur role dans ’infertilité canine.
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1 Le microbiote génital

1.1 Définition et caractérisation du microbiote
1.1.1 Le concept de Microbiote

Le microbiote des mammiferes désigne la communauté microbienne qui vit sur et a
I’intérieur de ces mammiféres. La présence de bactéries sur différents sites du corps des
mammiferes est connue depuis longtemps et étudiée depuis le X1Xéme siécle et les debuts de
la microbiologie (1).

Ces micro-organismes n’ont pourtant suscité que peu d’intérét en dehors des situations
pathologiques pour lesquelles I’identification d’un germe marque une infection. Ces
communautés microbiennes étaient alors considérées en temps normal comme commensales,
c’est-a-dire tirant leurs ressources de leur hdte mais sans lui apporter aucun avantage ou
désavantage (2). Le probleme de cette définition du commensalisme, empruntée a des
disciplines comme la zoologie, est qu’elle implique une neutralité de ces bactéries vis-a-vis de
leurs hétes. Or lors de situation pathologique il y a une perte de cette neutralité et la relation
devient alors du parasitisme.

Depuis les années 1970, de nombreuses recherches sont menées pour caractériser et
quantifier cette flore « commensale ». Les derniéres études estiment que le nombre de
bactéries qu’abrite le corps humain serait a minima de I’ordre de 3 milliards, soit du méme
ordre de grandeur que le nombre de cellules humaines (3). De telles études n’ont pas été
menées chez les especes d’intérét vétérinaire comme le chien, mais il parait vraisemblable que
le microbiote de ces espéces soit du méme ordre de grandeur.

De plus, I’exploration croissante de ce microbiote dans divers sites a permis
d’identifier son role aupres de son organisme hote et de remettre ainsi en question le caractere
commensal de leur association. Le microbiote joue ainsi un role fondamental dans I’immunité
de I’hote. Les bactéries du microbiote, en occupant une niche écologique, apportent une
résistance a la colonisation par d’autres organismes pathogénes. Le microbiote stimule
¢galement directement le systéme immunitaire de 1’hote (4—6). En fonction du site d’étude, le
microbiote semble apporter divers avantages a son hote. Cette relation se rapprocherait plus
du mutualisme avec des bénéfices réciproques pour le microbiote et son hote. Certains auteurs
vont plus loin et émettent I’hypothése que microbiote et hdte auraient subi une co-évolution et
que leurs interactions seraient de 1’ordre de la symbiose, désignant ces bactéries résidentes par

le terme de symbiontes (7,8).
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Le développement de la biologie moléculaire et le sequencage a haut debit ont rendu
accessible 1’étude de ces microbiotes dans leur globalité alors qu’elle était limitée a des
¢évaluations ponctuelles reposant sur des méthodes de culture ne permettant pas d’apprécier la
diversité et la complexité de ces écosystemes. Ces nouvelles technologies permettent
d’accéder au microbiome qui est I’ensemble du matériel génétique du microbiote et peut étre
percu plus largement comme une « communauté écologique des microorganismes
commensaux, symbiotes et pathogenes qui partagent notre corps humain » d’apres J.
Lederberg (9).

L’intérét grandissant pour 1’évaluation du microbiome a été largement soutenu et
encouragé par le « Human Microbiome Project » (HMP) une initiative du NIH (National
Institute of Health, institution américaine de recherche médicale) depuis 2009 et qui regroupe
I’ensemble des données issues du séquengage des ARNr 16S chez I’homme. Ces informations
sont disponibles sur le portail internet du HMP qui permet la coordination et le partage des

données obtenues par les différentes équipes de recherche travaillant dans ce domaine (10).

Alors que le tractus genital femelle des mammiféres a longtemps été considéré comme
stérile, des cultures bactériennes étaient utilisées pour détecter la présence de bactéries lors de
situations pathologiques. Cependant ces méthodes ont des limites et le séquencage
moléculaire, soutenu par I’initiative du HMP a permis d’étudier le microbiote d’individus
sains et de découvrir que certains sites que 1’on pensait stérile comme 1’utérus sont en réalité

habités par une flore microbienne qui leur est propre (11).

1.1.2 Les méthodes de caractérisation du microbiote génital

1.1.2.1 Prélévements et cultures

L’écouvillonnage vaginal est la technique la plus utilisee ; elle peu invasive et ne
présente pas de risque particulier. La principale difficulté de 1I’écouvillonnage vaginal est de
limiter les contaminations par le vestibule, les lévres et le manipulateur. La vulve est nettoyée
a I’aide d’un désinfectant doux. Un écouvillon d’une longueur suffisante (des ecouvillons
adaptes pour les chiens sont disponible dans le commerce ou bien des écouvillons pour
chevaux sont également utilisables) est introduit dans le vagin au travers un speculum a lame
ou alors au travers de la gaine de protection de 1’écouvillon dont I’extrémité aura été
préalablement coupée (utilisée alors comme un spéculum dit « de Hanovre ») (12).
L’écouvillon est frotté contre la paroi vaginale distale en appliquant des mouvements rotatoire
et ensuite retiré au travers du speculum. Le prelevement est ensuite placé dans un milieu de

culture adapté ou conditionné selon les indications du laboratoire réalisant les cultures
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bactériologiques. Il faut réaliser autant de prélévements que de types de cultures souhaités.

Les différentes étapes de 1’écouvillonnage vaginal sont représentées dans la figure 1.

Figure 1 Ecouvillonnage vaginal (photo Camille Savatier (13))

Les prélevements cervicaux sont realisés selon les mémes modalités que lors d’un
écouvillonnage vaginal. Les prélévements utérins (biopsie et/ou écouvillonnage) sont le plus
souvent realisés par laparotomie ou lors d’ovario-hystérectomie (12). Les complications sont
celles inhérente a ce type d’intervention chirurgicale. Il est également possible de réaliser des

prélévements par vaginoscopie et cathétérisassions transcervicale.

La mise en culture des prélévements doit étre réalisée que cela soit lors d’une situation
pathologique ou bien dans le but d’évaluer la flore normale de la chienne. Des cultures pour la
recherche de germes aérobies et anaérobies ainsi que pour la recherche de Mycoplasma et
Ureaplasma sont nécessaires (14-16).

Des milieux non sélectifs de type gélose enrichi avec du sang sont utilisés en
conditions aérobies ou anaérobies. Il existe une grande variété de milieux, sélectifs ou non,
qui peuvent étre utilisés. Le temps de culture est relativement long et 1’identification est

réalisée apres un minimum 24 & 72 heures.
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Les mises en cultures présentent une faible sensitivite. En effet seulement 20% des
germes associés au microbiote humains seraient cultivables avec les méthodes classiques (17).
Les méthodes par culture sous-estiment donc grandement la diversité du microbiote. De plus,
I’évaluation quantitative présente également un biais important car la quantité apreés culture
dépend en grande partie des capacités de croissance des germes étudiés et elle n’est souvent
évaluée que de maniére semi-quantitative (ex. croissance nulle, faible, modérée ou
importante).

Une solution pour évaluer au mieux la diversité du microbiote avec des méthodes de
culture serait de multiplier les milieux, offrant ainsi la possibilité a chaque germe de se
développer. Le plus grand nombre de germe possible pourrait étre ainsi identifié sans pour
autant avoir de certitudes sur la représentativité globale du microbiote obtenu. Bien entendu,
pour des raisons pratiques et économiques, et compte tenu des temps de cultures pouvant étre

long, il semble difficilement envisageable de réaliser une telle étude a grande échelle.

1.1.2.2 RT-PCR et métagénomique

La rétrotranscription et réaction en chaine par polymérase (RT-PCR) utilise une
région hypervariable du géne de I’ARNr 16S, géne qui lui est trés bien conservé chez
I’ensemble du vivant. L’avantage de cette technique est sa trés grande spécificité. Le biais de
cette technique est que I’identification repose sur des amorces spécifiques et des séquences
préalablement connues chez chacune des espéces (11). Cette approche est aujourd’hui la plus
utilisée pour la recherche d’agents particuliers bien qu’elle ne permette pas 1’étude des

génomes du microbiote dans son ensemble.

La métagénomique au sens propre n’est que trés peu utilisée en médecine vétérinaire car
elle est trés colteuse. Elle permet, a 1’aide d’un séquenceur haut débit, de séquencer tous les
ADN présents dans un échantillons et de reconstituer des génomes bactériens entiers. La
technique la plus utilisée actuellement pour étudier les microbiotes est la métagénomique
ciblée, elle est plus apparentée a la métagenétique (identification a I’aide la génétique des
taxons présent dans un échantillon de milieu) qu’a la métagénomique au sens propre (1’étude
de I’ensemble des genes présents dans un échantillon de milieu). Le principe consiste a
séquencer un seul gene commun a plusieurs especes mais présentant suffisamment de
variations interspéecifiques pour distinguer les différentes especes. En bactériologie le gene

ciblé est celui de I’ARNr 16S. Les deux stratégies présentent chacune des avantages. La
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métagénomique globale est plus précise et permet 1’étude du microbiote dans son ensemble en

séquencant 1I’ensemble des génes présents (y compris les virus et champignons) pouvant

donner acces a une analyse fonctionnelle du microbiome. La métagénomique ciblée est plus

sélective et nécessite des moyens de traitements de données bien moindres que pour

reconstituer des genomes entiers.

En bactériologie la métagénomique ciblée repose sur le séquencage du ARNr 16S, un

gene partage par toutes les bactéries et qui comporte des régions constantes et des régions

hypervariables. Ces régions constantes vont permettre de construire des amorces pour

amplifier tous les ARNr 16S tandis que les régions hypervariables, qui n’ont pas de rdle

fonctionnel, permettront d’assigner chaque séquence amplifiée a un taxon connu ou non. La

fig

ure 2 représente le pourcentage de similarités entre les différentes régions du gene de

I’ARNr 16S. Les régions constantes présentant une forte similarité sont représentées en

oranges tandis que les régions hypervariables sont nommeées et représentées en gris (de V1 a
V9).
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Figure 2 Similarité entre les ARNr 16S de différentes bactéries. Sous le graphique sont indiqués les différents

couples d'amorces utilisables en fonction de la région séquencée (Source Sacha Schutz (17))

Ces sequences sont ensuite comparées a des bases de données existantes ou regroupée par

similarité. La notion d’espéces étant difficile a définir chez les bacteéries, les séquences

présentant plus de 97% d’homologies sont regroupées en unités taxonomiques opérationnelles

(UTOs). Ce seuil peut varier selon les auteurs.

L’ensemble des séquences obtenues permet d’accéder a la diversité des bactéries présentes

mais également a leurs abondances respectives via la quantité d’UTQOs appartenant a une

méme espece (18).
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Il existe différentes méthodes pour étudier le microbiote vaginal, représentées dans la
figure 3. Les méthodes reposant sur la mise en culture utilisées traditionnellement, montrent
aujourd’hui leurs limites. Elles restent aujourd’hui les plus utilisées car elles sont simples a
réaliser et économiques. La genétique moléculaire et les progres techniques des dernieres
années ouvrent de nouvelles perspectives dans 1’étude des microbiotes. Le séquengage haut
débit, encore peu utilisé aujourd’hui permettra de dresser un panorama complet du
microbiote. D’autres approches existent comme 1’analyse de I’ensemble des ARN et protéines
présents dans un milieu, respectivement le transcriptome et le protéome, qui permettent une

approche fonctionnelle.
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Taxonomique et
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Figure 3 Les différentes méthodes d’études du microbiote (schéma d'aprés Pham et Lawley (18))
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1.2 Le microbiote vaginal

1.2.1 Données chez la femme et les autres espéeces

1.2.1.1 Microbiote de la femme

La flore vaginale est étudiée depuis la fin du X1Xéme siécle et la découverte de
Lactobacilus acidophilus par le professeur Doderlein (19). Les différentes études sur la flore
vaginale ont permis de dresser un panorama détaillé de la flore vaginale humaine qui differe
grandement des autres mammiferes.

Une flore « normale » est dominée par des Lactobacillus produisant de 1’acide lactique
d’ou un pH compris entre 3.5 et 4.5 et plus particuliérement certaines espéces produisant du
peroxyde d’hydrogene (H202). Ces deux éléments sont essentiels dans la résistance a la
colonisation par d’autres bactéries et au maintien d’un équilibre. L.crispatus, L.gasseri,
L.jensenii, L.vaginalis et L.ines (peu productrice d’H20>) sont les cing especes predominantes
de la flore vaginale chez la femme. La flore « type » est cependant différente en fonction de
’origine géographique considérée. Il existe également des variations quantitatives au cours du
cycle cestral au cours duquel la quantité de Lactobacillus atteint un minimum au moment des
regles et un maximum lors de la phase lutéale. A I’inverse, les autres bactéries présentes
semblent étre plus nombreuses lors des régles comme Garderella vaginalis (20,21).

Il existe une grande variabilité individuelle ainsi que des flores « saines » non
dominées par des espéces de Lactobacillus. Ce constat amene certains auteurs a avoir une
approche différente et a définir une flore normale comme saine en 1’absence de signes de
vaginite (odeur, inconfort...) ou de probléme de reproduction (17,20,21).

Il n’est pas encore établi si I’acidité (due a I’acide lactique) et la production de
peroxyde d’hydrogéne sont directement responsables d’effets protecteurs contre les infections
et les problemes de reproductions ou seulement des marqueurs de certaines especes
bactériennes (Lactobacillus ou non) ayant ce réle protecteur (20,21).

Cette prédominance de Lactobacillus est spécifique a I’espéce humaine et n’a pas
encore été retrouvé chez d’autres primates (22). L’origine de ce microbiote particulier n’a pas
encore été clairement élucidée. Certains auteurs avancent I’hypothése qu’un régime
alimentaire riche en amidon serait a 1’origine d’une forte concentration en glycogéne au
niveau de la muqueuse vaginale (100 fois plus importante que chez certaines especes de
primates) (23) consommé par les Lactobacillus pour former de I’acide lactique (20,21,24).

Les mycoplasmes sont retrouvés dans des proportions variables sans incidence sur la
fertilité. La prévalence d’uréaplasmes varie entre 40 et 80%, celle de M.hominis jusqu’a 50%

et celle de M.genitalium jusqu’a 5% (25-27). Bien que longtemps considérés comme
20



pathogeénes et traités méme en 1’absence de signes cliniques, cette conception est remise en
cause (28). Il existe entre 15 et 20 mycoplasmes présents au niveau de la muqueuse génitale

de la femme.

1.2.1.2 La flore bactérienne de la chatte

La chatte semble 1’animal domestique dont le mode de vie est le plus proche du chien.
La flore vaginale de la chatte a pourtant été moins étudiée que celle de la chienne.

Dans la littérature, les mémes bactéries sont isolées par les différents auteurs. Les plus
frégquemment retrouvées sont des E.coli, des streptocoques ( principalement du Groupe G de
Lancefield) ainsi que des staphylocoques a coagulase négative. D’autres genres bactériens ont
pu étre isolés dans de faibles proportions : Acinetobacter, Actinomyces, Corynebacterium,
Haemophilus, Pasteurella, Klebsiella et Lactobacillus. (29,30).

Les mycoplasmes génitaux ont été peu etudies chez la chatte. A notre connaissance,
une seule étude est disponible sur le sujet (31). Les écouvillons urogénitaux de 175 chats
cliniquement sains ont permis d’isoler des mycoplasmes dans 21% des prélevements. Les
deux especes principalement identifiées étaient Acheloplasma laidlawii et Mycoplasma felis,

cependant, il n’est pas précisé la proportion de femelles dans la population étudiée.

1.2.1.3 Jument

La taille et I’anatomie de la jJument rendent la flore vaginale et utérine facilement
accessible. Les bactéries les plus fréquemment retrouvees sont E.coli, des streptocoques -
hémolytiques, des staphylocoques a coagulase négative, Corynebacterium spp. ainsi que
d’autres coliformes. La flore vaginale est de moins en moins importante a I’approche du col
utérin. Il est admis que I’utérus de la jument n’a pas de flore résidente permanente et qu’il
peut étre considéré stérile. La flore vaginale peut coloniser 1’utérus lors de certaines situations
physiologiques (coit, poulinage) ou lors de procédures médicales (écouvillonnage, transfert
embryonnaire...). Cette colonisation n’est pas durable et I’utérus retrouve un état stérile
rapidement (32).

Les mycoplasmes ne sont pas une problématique majeure en reproduction équine. Il
existe peu d’études sur le sujet. L espéce la plus fréquemment retrouvée est Mycoplasma
equigenitalium (33,34). Le r6le pathogéne des mycoplasmes en reproduction équine reste
discuté et les affections sont peu traitées.
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1.2.1.4 Vache

Comme celui de la jument, I’appareil génital de la vache est facilement accessible. Il
n’existe pas de données globales sur la flore vaginale « normale de la vache ». En effet, la
diversité des modes d’élevage, des races et des types de production rend impossible de
caractériser une flore normale. On consideére ainsi qu’une flore « normale se définit par

I’absence de symptomes et de sécrétions anormales au niveau de 1’appareil reproducteur.

1.2.2 Les espéces du microbiote vaginal de la chienne

Le tableau 1 regroupe les publications dont les données ont été regroupées dans le
tableau 2. Dans ce paragraphe, ces études seront citées par la lettre présente dans le tableau 1
pour retrouver plus rapidement la référence étant donné le grand nombre de données présentes

dans cette partie.
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Référence

Année de

Code | . : " Auteurs Titre
bibliographique | publication
A (35) 1977 Hir_sh DC, The bacterial flo_ra of the norm_al canine vagina
Wiger N compared with that of vaginal exudates
B (36) 1978 Ling GV, Ruby | Aerobic bacteri_al flora of the prepuce, urethra, and
AL vagina of normal adult dogs
C (16) 1978 Olson PN, Canine vaginal and uterine bacterial flora
Mather EC
D (37) 1982 Allen WE, Some observations on the aerobic bacter_ial flora of
Dagnal GJR the genital tract of the dog and bitch
Baba E, Hata
E (38) 1983 H, Fukata T, Vaginal and uterine microflora of adult dogs
Arakawa A
r (39) 1983 Blunden AS Isolation of clostridium_perfringens form the canine
genital tract
G (40) 1992 Lﬂgsggrn;b;g Long-term study qf aerobip bac_teria of the genital
C tract in breeding bitches
Wa.ltts IR, Uterine, cervical and vaginal microflora of the
H (41) 1996 Wright ), normal bitch throughout the reproductive cycle
Whithear KC
Msheila GD,
| (42) 2001 Amin JD, Bac_terial flora of Nigeria local bit(_:hes during
Chaudhary different stages of the reproductive cycle
SUR
The relationship between the stages of the sexual
J (43) 2003 Findik M cycle, the pregnancy and postpartum periods and
vaginal flora in Kangal breed bitches
Noguchi K, Qualitative and Quantitative Differences in Normal
K (44) 2003 Tsukumi K, Vaginal Flora of Conventionally Reared Mice, Rats,
Urano T Hamsters, Rabbits, and Dogs
Giinay U,
L (45) 2004 _ Glnay A, Investigation of the Vaginal Bacterial Flora at
Ulgen M, Ozel Different Stage of Sexual Cycle in the Bitch
AE
Maksimovi¢ A,
Filipovi¢ S, . . . .
w0 | 2 | R | e e of iy b
M, Maksimovic¢
Z, Besirovi¢ H
Hutchins RG,
Vaden SL,
N @7) 2014 Jacob ME, Vaginal Microbiota of Spayed Dogs with or without
Harris TL, Recurrent Urinary Tract Infections
Bowles KD,
Wood MW
Groppetti D,
Pecile A, Vaginal bacterial flora and cytology in proestrous
O (48) 2012 Barbero C, bitches: Role on fertility
Martino PA

Tableau 1 Codes et références bibliographiques des études portant sur le microbiote vaginal de la chienne

utilisées dans le tableau 2
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1.2.2.1 Lamicroflore isolée par culture

Les premiéres données sur la présence d’une flore vaginale commensale chez la
chienne remontent aux années 1930, la présence de streptocoques béta-hémolytiques est
confirmée chez des chiennes en bonne santé (D). Il existe peu d’études disponibles sur
I’exploration de la microflore normale chez la chienne et aucune étude a grande échelle ou
méta-analyse.

e Cultures négatives :

La proportion de prélévements négatifs peut s’élever jusqu’a 39% (C, H). Cependant
il est peu probable que la muqueuse vaginale soit complétement stérile étant donnée la
proximité avec I’anus et la continuité entre la muqueuse vaginale et la peau.

D’aprés Bjurstrom (40), cette proportion élevée de cultures negatives peut s’expliquer
par différents facteurs comme la technique de prélevement ou la multiplicité des milieux de
cultures. En effet 1’utilisation d’un écouvillon non humidifié mais également les produits
désinfectants appliqués avant le préléevement peuvent limiter le transfert de bactéries sur le
materiel de prélevement, d’autant plus si le prélévement est réalisé en région vaginale
postérieure (36). Au cours de certaines études, seuls les germes aérobies sont recherchés
(16,36,37,40) ce qui pourrait expliquer un certain nombre de cultures négatives. De plus nous
remarquons dans la littérature que de forts taux de cultures négatives se retrouvent plus
fréquemment lorsque peu de milieux de cultures différents sont utilisés. Dans I’étude de Watts
et al. (41), les auteurs n’utilisent qu’un seul milieu de culture (ainsi qu’un milieu spécifique
pour la culture des mycoplasmes) et obtiennent la plus grande proportion de cultures
négatives, tandis que d’autres études utilisant un grand nombre de milieux présentent des taux
de cultures négatives tres inférieurs.

D’autres facteurs comme des traitements antibiotiques inconnus des auteurs au
moment du prélevement peuvent expliquer ces cultures négatives, nous aborderons ces
variations plus loin dans notre étude. Ces proportions variables de cultures négatives
soulignent I’intérét d’utiliser des méthodes de détections plus sensibles que les simples
cultures.

e Nombre d’espece isolés par prélévement :

Peu d’études rapportent le nombre d’isolats par prélevement (35,36,40,42,47,48) mais
celui-ci n’excede jamais 5 espéces bactériennes avec une moyenne toujours inférieure a 2.3
isolats par chienne. Ces études ne recherchent pas les bactéries anaérobies et n’utilisent qu’un
nombre limité de milieux de culture. Les autres études rapportent souvent que la plupart des
cultures sont pures, ou avec deux isolats sans plus de détails. Or il est admis que la flore
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vaginale est composée d’un grand nombre d’espéces bactériennes. Les bactériologies
vaginales réalisées lors d’une situation pathologique sont considérées positives lorsque moins
de trois germes sont cultivés, on admet alors qu’un ou deux germes ont pris le pas sur le reste
de la flore bactérienne. L’isolement en cuture pure (ou double) de bactéries potentiellement
pathogeénes (E.coli, P.multocida, Streptococcus spp....) chez des chiennes saines et
apparemment fertiles souligne donc le caractére pathogene opportuniste de ces bactéries mais
également les limites des méthodes de cultures qui ne permettent pas de représenter la
richesse de la flore vaginale.

e Espeéces identifiées :

Les espéces les plus souvent identifiées par culture chez des chiennes a priori saines
sont Escherichia coli, Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,
Pasteurella spp., Corynebacterium spp. et Proteus mirabilis (16,35-37,41-43,45,46). Moins
fréguemment on peut retrouver d’autres espéces comme Citrobacter spp, Klebsiella spp,
Neisseria spp. Pseudomonas aeruginosa, Hemophilus spp. (42,45,46). Les mycoplasmes sont
également fréquemment isolés mais ne sont pas systématiquement recherchés, nous

aborderons ce sujet ultérieurement.
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Références | A | B C D|E|F G H | J K L M N [0}
Micro-organisme
Aérobies et anaérobies facultatifs 7
Streptocoques 46
Str. B-hémolytiques 15,2 | 23 47,5 6,8 20| 26|23
S. agalactiae 26 3,5
S.anginosus 18
S.canis | 19 | 35 8,3
S.equi zooepidermicus | 4
Str. Ou entérocoques a-
hémolytiques/non hémolytiques 13,9 14,9 29,1 27,5
Streptococcus "viridans" | 29 | 20
S.bovis 1| 4
E.faecalis| 8| 5 15| 5 17 35
E.faecium 1 5,6
Autres | 5 23| 8 21| 4,7
Staphylocoques 33
Staph. Coagulase positif 6,3 4 41| 2,7
S.aureus | 27 | 70 19 18,4 53| 2,5
S.pseuintermedius 41| 2,7 5,3 5| 26
Staph. Coagulase négatif 6,3 20 2,1 43 32,5
S.epidermidis | 13| 5 1 27,2
Non identifé 3,5
E.coli| 45| 25| 19|47 31,8 33,3 72,8 16| 25| 13| 11,6
Proteus
Proteus mirabilis | 13 | 5 48| 8,3 41 23
Proteus spp. 51(120| 9 15| 3,9 15
Pasteurella
Pasteurellaspp. | 2| 5]10,1 34 72| 5,6 1 7,5 4
Pasteurella multocida | 4 26 59,6 9,3
Pseudomonas 0,7 2,7
P.aeruginosa 5 9
P.fluorescens | 2
Pseudomonas spp. | 2
Hemophilus sp. 1,3 7 30,6
Moraxella sp. 2110 1,3
Actinobacter sp. 1 4,9
Neisseria sp. 2,5 1,9 2,5
Corynebacterium sp. 11 (35| 2,5 6 3| 5632 1| 24 10| 4
Citrobacter sp. 1 6,8 23,1
Enterobacter sp. 2|1 5| 1,3 1 39| 21 3,5 9
Flavobacterium sp. 41 5| 1,3 1,9
Bacilles gram + non identifiés 13
Bacilles gram - non identifiés 4 30 29
Coques gram + non identifiés 4
Klebsiella
K.pneumoniae 5 7,1 2,3
Klebsiella spp. 10 1 14,2
Micrococcus sp. 1,3 7 5,6
Bacillus sp. 2 3,8 2 1 53 9
Diphtéroides 12
Anaérobies
Peptocoques 27
Bacteroidaceae 55 22
Bifidobacterium 1
Bacilles gram - non identifiés 1
Bacilles gram + non identifiés 6 8
Coques gram + non identifiés 9
Clostridium 1(20 7
Lactobacillus 6 34
Mycoplasmes 30 43 8,8
Cultures négatives 4| 0 37114 | 4 5,2 | 38,9 0 20,9

Tableau 2 Résultats des différentes études portant sur le microbiote vaginal de de chiennes ne présentant pas de
troubles de la reproduction (les résultats sont exprimés en pourcentages des prélévements réalisés, les
références des études sont indiquées dans le tableau 1



1.2.2.1.1 Bactéries aérohies et anaérobies facultatifs

On retrouve une grande variété de bactéries aérobies car elles sont systematiquement
recherchées (16,35-45,47,48). Nous allons détailler les genres les plus fréquemment isolés.

Les données citées dans cette partie sont résumées dans le tableau 2.

e Streptocoques et entérocoques :

Ces bactéries sont des cocci a Gram positif anaérobies facultatifs, que 1’on retrouve sur la
peau et les muqueuses de la plupart des mammiféres. Ces organismes sont des pathogenes
opportunistes et provoquent des infections pyogenes. Ils sont classés selon leurs antigenes de
surface (classification de Lancefield) mais sont plus couramment distingués par leurs actions
sur les globules rouges : streptocoques -hémolytiques et les streptocoques et entérocoques -
et y- (ou non) hémolytiques (49).

Les streptocoques font partie des bactéries isolées le plus fréqguemment chez les chiennes
sans trouble de I’appareil reproducteur : elles sont retrouvées chez 30 a 60% des chiennes
selon les études (16,35-38,41-47). D’aprés Bjiirstrom et al. (40), qui réalisent des
prélevements réguliers sur une période de 18 mois chez 59 chiennes, les streptocoques sont
isolés au moins une fois chez presque toute les chiennes de 1’étude (Streptocoques [3-
hémolytiques chez 90% des chiennes, 47.5% des prélévements totaux).

Les streptocoques B-hémolytiques sont les plus fréequemment isolés sur la muqueuse
vaginale de la chienne. IIs peuvent étre retrouvés dans jusqu’a 47.5% de prélévements (chez
90% des chiennes) d’apreés Bjiirstom et al. (40). D’autres auteurs les isolent dans des
proportions moindres, entre 6 et 38% des prélévements réalisés mais ils sont
systématiquement retrouvés (A, B, C, D, E, H, I, J, K, L, M, N,52). Les espéces les plus
souvent retrouvées sont S. canis (groupe G de la classification de Lancefield), S. agalactiae
(groupe B), S. equi susbs. zooepidermicus (groupe C) et S. anginosus (pouvant appartenir a
plusieurs groupes de la classification). Les streptocoques du groupe G sont les plus
fréguemment isolés sur la peau et les muqueuses des chiens, ils sont considérés comme
commensaux et pathogenes opportunistes et sont régulierement isolés lors de pyomeétre (49).
S. agalactiae et S. equi subs. zooepidermicus ont été initialement isolés respectivement chez
les bovins et chez les chevaux. Ils sont responsables chez ces espéces de mammites et
d’infections du tractus respiratoire supérieur. Ils sont fréquemment isolés chez le chien dans
de nombreuses infections (49).

Les streptocoques et les entérocoques o- et y- hemolytiques sont moins fréquemment
isolés sur la muqueuse vaginale ; ils sont isolés dans moins de 30% des prélevements dans

chaque étude (16,35,40,43,46) et seulement 8.7% des chiennes d’apres Bjiirstom et al.(40).
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Les espéces les plus fréquemment retrouvées appartiennent au genre Enterococcus (35-38,41)
et sont considérées comme des germes commensaux du tractus digestif chez le chien et que

1’on peut isoler lors d’infection du tractus urinaire (49).

e Staphylocoques :

Les staphylocoques sont des cocci hon sporulés anaérobies facultatifs a Gram positif
faisant partie de la flore commensale de la peau et des muqueuses d’un trés grand nombre
d’espéces de mammifeére. Ils sont pathogénes opportunistes notamment en cas
d’immunodépression. De nombreuses espéces sont également présentes dans 1’environnement
ou elles peuvent survivre plusieurs mois (51). Les staphylocoques sont repartis en deux
catégories selon la production ou non de I’enzyme Coagulase (Coag + / Coag -) jouant un réle
important dans la pathogénie de ces bactéries.

Les staphylocoques Coag + sont plus fréguemment isolés. On les retrouve dans des
proportions variables mais ils sont isolés par tous les auteurs. Leur fréquence varie de 2.5%
des prélévements jusqu’a 70% chez Ling et Ruby (36). Néanmoins chez Bjlrstom et al (40),
méme si ils ne sont isolés dans seulement 4.1% des prélévements au cours de 1’étude, ils sont
retrouvés chez 33.9% des chiennes au cours de cette étude longitudinale. On rencontre deux
especes a coagulase positive que sont S.aureus et S.pseudintermedius. S.aureus est la plus
fréqguemment isolée dans respectivement 18% (43) , 19% (37), 27% (35) des prélévements et
jusqu’a 70% que 1’on retrouve chez Ling et Ruby (36). S.pseudintermedius est isolée dans 4 a
26% des études (40,41,45-47). S.aureus est régulierement isolée sur d’autres localisations
anatomiques chez I’homme et assez peu chez le chien contrairement a S.pseudintermedius qui
est tres freqguemment isolée sur différents site chez le chien (51). Les staphylocoques Coag+
sont responsables d’infections pyogénes, notamment au niveau du tractus uro-génital (51).

Les staphylocoques Coag — sont isolés moins fréquemment sauf par Baba et al. (38),
Msheila et al.(42) et Maksimovic et al.(46) qui les isolent dans respectivement 20%, 43% et

32.5% des prélévements. La seule espece identifiée est S.epidermidis.

e Corynebacterium

Le genre corynebacterium regroupe des bacilles a Gram positifs responsables d’infections
suppuratives ainsi que d’infections urinaires chez le chien (52). 1l est isolé dans la plupart des
études dans une faible proportion des prélévements, néanmoins Ling et Ruby (36) ainsi que

Msheila et al.(42) I’isolent dans plus de 30% des prélévements.

e Escherichia coli
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E. coli est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des Entérobactériaceae,
commensale du tractus digestif de tous les mammiféres. Elle est la cause la plus fréquente
d’infection du tractus urinaire chez la chienne et peut étre responsable de pyometre ou
septicémie néonatale ainsi qu’un grand nombre d’infections de différents organes (53).

E. coli est une des espéces bactériennes les plus freqguemment isolées dans les différentes
études. Elle figure toujours parmi les 3 espéces les plus fréeguemment isolées chez les
chiennes sans trouble de la reproduction. Sa fréquence d’isolement varie de 13 a 73% des
prélevements selon les études (16,35-37,40,41,43-47). Dans 1’étude de Bjirstom et al. (40),
les E.coli sont isolées chez 85% des chiennes. La diversité des différents isolats d’E.coli est
également etudiée : 11 phénotypes sont identifiés (77% des souches appartiennent au méme
phénotype). Elle tient un réle important dans la microflore vaginale de la chienne.

e Autres Entérobactériaceae :

Les genres Proteus et Klebsiella font également partie des Entérobactériaceae et
appartiennent a la flore digestive des mammifere (53).

Proteus mirabilis est la seule espéce du genre identifiée. Elle est isolée chez la plupart des
auteurs entre 4 et 20% des prélevements. Les Proteus sont des pathogénes opportunistes. lls
sont fréquemment isolés lors d’infection du tractus urinaire (53).

Les Klebsiella ne sont retrouvées que chez quelques auteurs (36,42,43,45). Elles sont
isolées dans une faible proportion des prélevements (jusqu’a 14.2%). L’espéce la plus
fréquemment isolée est Klebsiella pneumoniae qui est un pathogene opportuniste
fréguemment isolé lors d’infection du tractus urinaire. Sa capsule inhibant la phagocytose est

un facteur de virulence majeur (53).

o Pasteurelles :

Le genre Pasteurella appartient a la famille de Pasteurellaceae. Ces bacilles ou cocci non
motiles appartiennent a la flore commensale de la cavité orale et de 1’appareil respiratoire
supérieur du chien et du chat (53). La seule espéce identifiée sur la muqueuse vaginale est
Pasteurella multocida qui est également la plus commune lors d’infection chez le chat et le
chien. On la retrouve dans de nombreuses études dans des proportions variables : moins de
10% des prelevements par différents auteurs (16,35,36,41,43,46,47), 26% (37) et 34% (38).
Dans 1I’étude longitudinale de Bjiirstrom et al.(40), Pasteurella multocida est présente dans
59.6% des prélévements et 98.3% des chiennes. Bien qu’isolée dans de nombreuses affections

(pyothorax, atteintes respiratoires haute, infections du tractus urinaire, pyomeétre, abces

29



cutanee, bactériémie, infection néonatale, avortement) (53), Pasteurella multocida semble

avoir une part importante dans la flore vaginale de la chienne.

1.2.2.1.2 Bactéries anaérobies strictes

Peu d’études réalisent des cultures dans des conditions anaérobies strictes, bien
qu’elles semblent jouer un role important sur les muqueuses des mammiferes et dans de
nombreuses infections de 1’appareil génital (54). Seule trois études recherchent les germes
anaérobies stricts, I’une de ces études est une recherche spécifique de Clostridum (38,39,44).

Baba et al.(38) et Noguchi et al.(44) isolent des germes similaires.

Les Bacteroidacés font partie des germes les plus souvent isolés respectivement dans
55% et 22% des prélévements et font parties des bactéries le plus souvent isolées dans ces
deux études.

Les Clostridiums sont également isolés. Ceux-ci représentent respectivement 1 et 7%
des prélévements alors que Blunden al.(39) qui les recherchent spécifiquement les retrouvent
dans 20% des prélevements. Ce dernier résultat peut étre surestimé par le caractere tres
spécifique des cultures réalisées alors que la présence de ces bactéries peut étre sous-estimée
les autres auteurs.

On retrouve également des Lactobacillus. 1ls ne sont présents que dans 6% des
prélévements dans 1I’étude de Baba et al. (E) mais 34% dans 1’étude de Noguchi et al. (K). Ce
dernier résultat est a mettre en perspective avec 1’analyse quantitative réalisée dans cette
étude : bien que présents a une fréquence élevée dans les prélevements, ils ne sont présents
qu’a une concentration de 10>°CFU/vagin alors que les autres bactéries fréquemment isolées
dans I’¢tude (Bacteroides, Streptococcus, Enterobacteriacae) le sont & une concentration
supérieure a 10°CFU/vagin. C’est une différence majeure avec la flore vaginale de la femme
qui est dominée par les Lactobacillus. Cette différence expliquerait la différence de pH qui
est bien plus bas chez la femme que chez la chienne (4-5 chez la femme contre 6-9 chez la
chienne).

Baba et al. (E) isolent également Bifidobacterium (1%) et des peptocoques (27%).

Les bactéries anaérobies sont connues pour jouer un role important sur les muqueuses
des mammiferes. Elles participent a la régulation des espéces aérobies (obligatoires et
facultatives) ainsi qu’a la bonne fonction barriere normale de la muqueuse. Cependant ces
germes sont également des pathogenes opportunistes, les peptocoques ainsi que les
bactéroidacés sont fréquemment responsables de pyometres et on les retrouve souvent lors

d’infections mixtes avec d’autres espéces anaérobies ou aérobies.
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1.2.2.1.3 Les mycoplasmes

Les mycoplasmes sont commensaux de la muqueuse vaginale de la chienne. On les
retrouve dans trois études qui ne les recherchent pas spécifiquement dans 8.8 a 43% des
études(36,38,40). Nous étudierons le sujet de la place qu’occupent les mycoplasmes dans la

flore vaginale normale de la chienne dans un paragraphe dédié.

1.2.2.2 Le microbiote vaginal identifié par les techniques de génétique
moléculaire

Les méthodes de culture échouent a isoler plus de 90% des especes du microbiote et
sous-estiment la diversité tout en favorisant les espéces « cultivables » (55,56). Il apparait
alors nécessaire d’utiliser les techniques de génétique moléculaire de nouvelles générations,
plus sensibles que les cultures pour évaluer la flore commensale. A ce jour aucune étude
métagénomique (au sens strict) n’est disponible chez le chien. Cependant deux études
récentes explorent le microbiote du tractus génital de la chienne en utilisant la métagénétique.

Lyman C. et al (57) ont étudié le microbiote vaginal et utérin en séquencant la région
V4 de I’ARNTr 16S chez 25 chiennes a priori en bonne santé et n’ayant recu aucun traitements
antibiotiques. Dans cette étude 1’identification est réalisée jusqu’au genre et non pas jusqu’a
I’espece. Au total 254 genres (les séquences sont regroupés en UTOs de genre pour 97%
d’homologie) ont été identifiés au niveau de la muqueuses vaginale révélant une diversité
(nombre d’espéce) bien plus importante que les études basées sur des cultures le laissent
supposer. Dans cette étude trois genres représentent 59% des organismes identifiés sur la
mugqueuse vaginale : Hydrotela (25%), Ralstonia (20.8%) et Mycoplasma (13.2%). Ces trois
genres étant présents dans 100% des prélevements.

Hydrotalea est un bacille aérobie a Gram négatif du phylum des Bactéroidetes isolé
chez des especes aquatiques (58).

Ralstonia appartient a la famille des Burkholderiacaea. Certaines des espéces de ce
genre ont longtemps été classifiées comme des Pseudomonas. Ces bactéries ne sont pas
connues pour étre pathogénes et sont souvent isolées sur des plantes.

Les genres isolés lors des études basées sur des cultures sont également retrouvés dans
cette étude mais dans de faibles proportions :

e Le genre Streptococcus ne représente que 4.4% de la population bactérienne totale ;
e Staphylococcus compte pour 1.5% de la population ;

e Enterococcus pour 0.006% ;
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e de nombreux genres parmi les plus fréguemment isolés (Bacteroides, Pseudomonas,
Pasteurella...) représentent chacun moins de 1% de la population ;
e étonnamment ni Proteus ni Escherichia n’ont été retrouvés dans les prélevements
vaginaux.
La figure 4 représentes la répartition d’attributions des UTQOs séquences a des genres
bactériens.

Hydrotalea
Ralstonia
Mycoplasma
Fusobacterium
Streptococcus
Porphyromonas
Rothia
Parvimonas
Ureaplasma
Johnsonelia
Streptobacillus
Bibersteinia
Staphylococcus
Bergeyella
Alloprevotella
Bacleroides
Peptococcus
Cloacibacterium
Leptotrichia
Gemella
Tepidimonas
Pseudomonas
Pseudoxanthomonas
Corynebacterium
Fastidiosipila

gadoaooEoN0CROCOEECERORODD

Figure 4 Attribution des UTOs séquencés a partir d’écouvillons vaginaux dans [’étude de Lyman et al. (55) a
différents genres taxonomiques, seuls les 25 genres les plus abondant sont représentés (Source : Lyman et al.)

La deuxiéme étude utilisant cette technique de séquengage compare le microbiote vaginal
et utérin de 5 chiennes saines et de 5 chiennes présentant un pyomeétre (59). Dans cette étude
la séquence ciblée est plus grande (région V1-V4) mais appartient toujours a I’ARNr 16S.
L’¢tude présente la population bactérienne a différents niveaux de classification (selon
I’homologie des UTOs, respectivement 75, 80, 85, 90, 94 et 97% pour les phylum, classes,
ordres, familles, genres et espéces). L’identification semble donc a priori moins précise que

dans I’é¢tude de Lyman et al.(57) (UTOs pour un genre : 97% d’homologies). Les résultats en
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fonction des genres sont trés différents : 77.3% des séquences identifiées appartiennent au
genre Enterobacter, moins de 1% aux genres Mycoplasma et Klebsiella, le reste des
séquences ne pouvant étre attribué a un genre.

Ces deux études remettent en cause la composition de la flore vaginale établie par les
méthodes basees sur les cultures. Ces résultats sont récents et s’appuient sur un faible nombre
d’individus (moins de 25). Il est important de souligner I’importante variabilité individuelle
présente dans ces deux études qui est un frein a 1’établissement d’un microbiote « type ». La
comparaison avec les études précédentes est difficile car les cultures ne favorisent que
certaines bacteries. Ces deux études ne nous présentent pas certains résultats comme le
nombre d’UTOs identifiés en moyenne par individus, rendant difficile I’analyse des données.
Nous n’avons pas de détails sur la méthode utilisés pour comparer les s€quences obtenues aux
bases de données et ainsi attribuer un genre aux séquences.

La variabilité de résultats entre chaque étude nous ameéne a formuler le constat qu’un
microbiote normal ne peut étre clairement défini. A I’inverse un microbiote sain ¢’est-a-dire
tout microbiote garantissant a son hote 1’absence de signe clinique et des fonctions

reproductives normales semble plus pertinent a définir.

1.2.3 Les mollicutes

Dans ce paragraphe nous aborderons la part que peuvent prendre les mollicutes dans la
flore vaginale normale de la chienne. Les mollicutes, présents chez les mammifeéres,
appartiennent a la famille des Mycoplasmataceae qui regroupe les genres Mycoplasma et
Ureaplasma. La distinction entre ces deux genres n’est pas toujours faite dans les études et
nous désignerons par le terme mycoplasme, les bactéries isolées appartenant a la famille des
Mycoplasmataceae sans autres préecisions.

Les mycoplasmes ont été isolés au niveau du tractus génital de la chienne dés 1951
(60). I n’y a que peu d’études sur la présence de mycoplasmes chez le chien et seulement une
petite partie s’intéressent au tractus génital.

Plusieurs études ne parviennent pas a isoler des mycoplasmes malgreé 1’utilisation de
milieux spécifiques (41,45,48). Cette absence peut s’expliquer par différents facteurs comme
les conditions de prélévements, le site de prelevement (vagin antérieur ou vestibule) et les
milieux de cultures qui varient d’une étude a I’autre.

La prévalence de mycoplasmes au niveau de la muqueuse vaginale varie selon les
études de 9 a 100%. Cette grande variabilité s’explique par les méthodes d’échantillonnage
ainsi que les techniques utilisées pour rechercher ces mycoplasmes.
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Les mycoplasmes lorsqu’ils sont recherchés font partie des organismes les plus
fréquemment isolés par culture (38,41). L’identification n’est cependant pas réalisée jusqu’au
niveau de I’espéce. L’étude de Lyman et al.(57) qui se base sur la métagénomique en utilisant
le séquencage haut débit retrouve des séquences appartenant au genre Mycoplasma chez toute
les chiennes prélevées.

Certaines études portent uniquement sur la recherche des mycoplasmes et identifient
les espéces (critéres biochimiques pour les études utilisant des cultures, amorces spécifiques
pour les études se basant sur la PCR). Ces études ont permis d’isoler plusieurs espéces qui

sont résumées dans le tableau 3.

Etudes portant sur les mycoplasmes | Etudes sur la microflore vaginale
globale
(61) | (62) | (63) | (64) (65) (36) | (38) | (40) | (59) (57)
MéthOde Culture | Culture | Culture | PCR PCR Culture | Culture | Culture | Pyroséquencage | Séquencage
spécifique | spécifique haut débit
d’isolement M. canis M. canis,
M.cynos,
M.edwardii
M.maculosum
M.spumans
M. canis 31 34 62 42 21
M.cynos 10 |8
M.maculosum 19 15
M.spumans 6 15 4
M.edwardii 19 2
M.molare 4
M.bovigenitalium 7
(et affiliés)
mycoplasmes 12 |19 10 20 143 |9 20 100
non identifiés
Ureaplasma 42

Tableau 3 Taux de prévalence d'isolement des différentes espéces de mycoplasmes chez des chiennes ne
présentant pas de trouble de la reproduction (résultats en pourcentage des prélévements réalisés dans chaque
étude)
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M.canis est ainsi I’espéce la plus fréquemment retrouvée au niveau de la muqueuse
vaginale des chiennes saines avec un taux de prévalence variant de 21 a 62% chez les
chiennes testées (62-66).

Les autres espéces principalement retrouvées sont M.cynos, M.maculosum, M.spumans
et M.edwardii pour un taux de prévalence variant entre 2 et 20% chez les chiennes testées. La
pathogénicité de M.cynos est prouvée lors d’infection respiratoire, les autres especes sont
régulierement isolées lors de telles infections sans que leur réle pathogéne soit prouvé (67).

D’autres espéces ont pu étre isolées moins fréquemment au niveau du tractus génital
de la chienne : Acheloplasma laidlawi, M.felimutum, M.gatae (68).

Le genre Ureaplasma, capable de métaboliser 1’urée, est isolé dans quelques études
chez la chienne (63,69,70) dans 15 a 43% des prélévements. Il n’y pas d’information
disponible sur les espéces présentes chez le chien. C’est un pathogene du tractus urogénital
reconnu chez la femme mais il existe peu d’information sur des infection a Ureaplasma chez
le chien.

Les études de Doig et al. (63) et Rosendal et al. (61) indiquent également que la moitié
des chiennes testées présentent une flore mixte avec au moins deux especes de mycoplasmes
cultivées. Les Ureaplasma sont toujours cultivés en présence d’une autre espéce de
mycoplasme.

Malgré le peu d’étude et la difficulté a les comparer étant données les différentes
techniques utilisées, il semble que les mycoplasmes occupent une place importante dans la
microflore vaginale de la chienne en bonne santé. Néanmoins les connaissances sur les
mycoplasmes présents chez la chienne restent limitées ; peu d’études vont identifier les
espéces et souches présentes. Or, comme nous le verrons par la suite les mycoplasmes sont
régulierement isolés lors de situations pathologiques ou lors d’infertilité, et ce manque de
connaissance peut amener a des erreurs de diagnostic ainsi que la mise en place de traitements
antibiotiques délétéres pour la flore vaginale normale. Des investigations sont encore

nécessaires pour connaitre plus finement le réle des mycoplasmes dans la flore vaginale.
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1.2.4 Variations physiologiques du Microbiote

1.2.4.1 Age et activité sexuelle

e Chez les chiennes prépubeéres

Olson et Mather (16) comparent les chiennes prépubéres (2 groupes agés
respectivement de 1 a 12 semaines et de 12 semaines a 6 mois) et puberes. Les espéces
isolées et le nombre d’isolats par chienne sont similaires. 11y a une prévalence
significativement beaucoup plus forte des staphylocoques a coagulase positive chez les
chiennes prépubeéres. Les auteurs observent une absence de pasteurelles chez les jeunes alors
qu’elles sont isolées chez 32% des adultes. Ces auteurs n’indiquent pas d’autres différences
remarquables. Cependant chez les jeunes on ne s’intéresse qu’au vagin postérieur donc la
flore est probablement une sorte de « transition » entre la flore cutanée et vaginale « vraie ».

Une étude tres récente suggere que le microbiote des nouveau nés serait lié au
microbiote vaginal de la mére. Le premier serait influencé par les modalité de naissance (voie
basse ou intervention césarienne). La mise en place de la flore vaginale chez le juvénile se

ferait lors de la gestation a partir de la flore vaginale de la mére (71).

e Activité sexuelle

Une seule étude permet s’interesse aux effets que peuventt avoir les rapports sexuels sur
la flore de chienne. Allen et Dagnall (37) ont ainsi observé chez deux chiennes que la flore
vaginale est modifiée apres les rapports en faveurs d’espéces que 1’on isole sur le prépuce des

étalons utilisés pour les saillies. En revanche ces modifications sont transitoires.

o Effet de la stérilisation :
Il n’y a pas de différences d’aprées Ling et Ruby (36). Maksimovic et al. (65) observent

des prévalences similaires chez les chiennes stérilisées et entieres.

1.2.4.2 Cycle hormonal

Olson et Mather (16) ne trouvent pas de differences significatives qualitatives ni de
variations des prévalences lors du cycle hormonal. Maksimovic et al. (46) n’observent
également pas de différences qualitatives dans la flore vaginale en fonction du cycle. Ces
mémes auteurs dans une autre étude, relevent une prévalence des mycoplasmes constantes au
cours du cycle hormonal (65). Ces observations ne sont pas confirmées par les autres travaux

sur la flore vaginale de la chienne. Ce manque de variations peut s’expliquer par des
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méthodes de culture peu spécifiques et par des observations partielles (pas d’évaluation
quantitative des différentes bactéries isolées).

Baba et al. (38) notent une différence quantitative dans les bactéries isolées. La
période regroupant le proestrus et 1’cestrus est marquee par une plus grande quantité de
bactéries que les autres phases (différences significatives exceptée la différence avec le
métoestrus) et 1’anoestrus par la plus basse (différences significatives avec la gestation et le
post partum).

L’étude réalisée par Bjiirstrom et al. (40) est I’une des plus poussées. La méme
population est suivie sur 18 mois. Les auteurs ne notent pas de différences dans le nombre
d’espéces isolées par chienne ni dans la composition des cultures mixtes. En revanche
P.multocida est isolée plus fréquemment pendant les périodes de proestrus, oestrus,
metoestrus et lors de gestation que pendant I’ancestrus et le post-partum (P<0.001), ce qui est
expliqué, d’aprés 1’auteur, par la présence de serum qui favorise sa croissance. Les
streptocoques B-hémolytiques sont retrouvés plus souvent pendant le proestrus que pendant
’cestrus, la gestation et le post-partum, probablement en raison de la présence de sang. Les
entérocoques sont isolés plus fréquemment lors du post-partum que lors des autres phases, a
I’exception de I’ancestrus. Les staphylocoques ne sont isolés que lors du post-partum. Leur
croissance est probablement favorisée par des déréglements génitaux, comme un écoulement
utérin, des lésions vaginales et une plus grande communication avec la peau pendant la mise-
bas. Les staphylocoques sont également plus souvent retrouveés chez les chiots que chez les
chiennes adultes (16). E.coli est isolé a la méme fréquence dans les différentes phases.

Selon Watts et al.(41) les cultures sont plus souvent positives en proestrus et oestrus
que pendant le reste du cycle. Cette différence est significative.

Noguchi et al.(44) observent que la charge bactérienne de la muqueuse vaginale est
plus importante pendant 1’cestrus que pendant les autres phases, et ce de fagon significative
(P<0.0001) avec une différence allant jusqu’a un facteur 10%. Le ratio des bactéries anaérobies
et aérobies reste stable au cours du cycle. Cette augmentation de la charge bactérienne
pendant 1’cestrus est causee par une plus grande prévalence et une plus grande quantité des
bactéries prédominantes (Entérobactéries, Streptocoques, Bacteroides...). La flore vaginale
serait ainsi plus riche (plus d’espéces) lors du dioestrus et lors de 1’anoestrus : Lactobacillus,
Corynebacterium, Clostridium ainsi que des bacilles a Gram négative anaérobies ne sont isolés
que lors de ces phases. Le microbiote semble également plus diversifié lors du dioestrus et lors de
I’ancestrus que pendant 1’cestrus. En effet la représentation de chaque espéce bactérienne présente
étant plus réguliere que lors de I’cestrus au cours duquel le microbiote est dominé par un petit

nombre d’espéces.
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Lyman et al. (57) étudient de facon précise la richesse et la diversité de la flore
vaginale au cours du cycle. Deux indicateurs sont utilisés pour évaluer la diversité et les
variations de la flore vaginale. La méthode ACE permet d’estimer la richesse spécifique, c’est
a dire le nombre d’espéces présentes dans une population a partir des données d’un
échantillon (72). L’indice de Shannon est un indicateur de la diversité biologique d’un milicu.
Cet indice prend en compte la richesse spécifique ainsi que 1’équitabilité spécifique (
abondance des individus au seins de chaque espéce), il permet ainsi de mesurer 1’entropie
d’un milieu, plus cet indice est élevé, plus le milieu est hétérogene (73). C’est bien pendant
I’oestrus et le dioestrus que ces deux indices sont les plus élevés. En revanche ces différences
ne sont significatives qu’entre 1’oestrus et la période prépubere.

Il semblerait donc que la flore vaginale évolue au cours du cycle cestral de la chienne.
La plupart des études vont dans le sens d’une flore plus riche et diversifiée lors de I’cestrus, la
prévalence de prélevements négatifs étant plus basse et la charge bactérienne plus importante
notamment pour les especes les plus fréquemment retrouvées. Ce phénomeéne peut s’ expliquer
par les changements au niveau de la muqueuse vaginale au cours du cycle. La présence de
sang et de serum, ainsi que I’augmentation des sécrétions de mucus au cours du proestrus et
de I’cestrus peuvent agir comme des milieux de cultures enrichis et favoriser une croissance
bactérienne plus importante. De plus la baisse d’immunité (observable au frottis par la
disparition des leucocytes) sous I’effet de la progestérone modifierait 1’équilibre entre la flore
vaginale et 'immunité de 1’hote en faveur de la population bactérienne. D’autres facteurs
physico-chimique (modifications du pH, ouverture du col utérin etc..) peuvent également
influencer les variations de la flore vaginale au cours du cycle cestral.

En revanche les études se basant sur des cultures mettent en évidence un nombre
d’espéces moins important lors de 1I’cestrus tandis que les auteurs utilisant des techniques de
métagénomiques avancent le contraire (57). Cette perte de diversité peut s’expliquer par une
des limites des méthodes de culture ; les organismes présents en grande quantité et facilement
cultivables sont favorisés, rendant difficile I’isolement de germes présents en plus faible
quantité ou plus difficilement cultivables. Ces données auraient besoin d’étre confirmées par
d’autres études sur des effectifs plus importants.

Une étude mené sur une population de chien au Nigeria donne des resultats contraires
(42). Le nombre d’isolats par chienne est plus important pendant le dioestrus et minimal
pendant I’oestrus et le proestrus. Cependant aucune analyse statistique ne vient confirmer ces
affirmations, de plus la charge bactérienne n’est pas étudiée et seulement le nombre d’espéces
par préléevement est pris en compte. On peut également reprocher a ces auteurs une
détermination peu précise des stades du cycle, basée uniquement sur des criteres
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morphologiques et comportementaux, alors que dans les études précédemment citées dans
cette partie sont réaliseés des frottis vaginaux en association ou non avec des dosages de
progestérone.

I1 n’existe malheureusement que peu de données sur 1’évolution de la présence de
mycoplasmes au cours du cycle. On peut supposer gque ces organismes suivent une évolution
similaire a celle du reste de la flore vaginale mais ils ne sont pas suffisamment recherchés
pour tenir de telles conclusions. Des travaux intégrant une analyse qualitative et quantitative

des mycoplasmes vaginaux sont necessaires.

1.2.4.3 Autres facteurs de variations (populations, race, variations entre vagin
antérieur et vestibule...)

Il semblerait que la flore vaginale ne soit pas homogeéne et varie entre différents sites du
vagin. Bien que les espéces bactériennes different peu, le vestibule vaginal semble porter une
charge bactérienne plus importante (16,37). Néanmoins aucune différence statistiquement
significative n’a pu étre mise en évidence. Il se pourrait que la flore vaginale du vestibule soit
proche de la flore cutanée ou de celle du colon dont la flore vaginale dériverait initialement
(74).

Seule 1’étude de Bjiirstrom et al.(40) reléve une différence de compositions chez
différentes races. Ces différences portent sur la fréquence d’isolement des principales
bactéries constitutives de leurs flores. Ces différences sont observées bien que plusieurs de
ces groupes soient élevés ensemble. Ces différences pourraient étre expliquées par la
configuration anatomique ainsi que certains paramétres a déterminisme génétique (40) comme
le pH, les débris cellulaires ou la quantité de sécrétion qui different d’une race a I’autre. Ces
observations n’ont pu étre validées statistiquement.

Chez I’homme on sait que la flore vaginale varie chez différentes populations
géographiquement €loignées et qu’il existe plusieurs flore « type » (17). On pourrait supposer
I’existence de telles variations entre différentes races ou populations de chienne éloignées
physiquement (chenils, pays...). Néanmoins il n’existe pas encore d’étude permettant de
comparer significativement des populations éloignées. Les méthodes de prélévements et de
culture n’étant pas randomisées la comparaison n’est pas possible. Certaines espéces les plus
fréqguemment isolées le sont systémiquement chez des populations géographiquement

éloignées.
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1.3 Le microbiome du tractus génital supéerieur

Longtemps consideré comme un environnement stérile, il a été montré chez différentes
especes de mammiféres que 1’utérus possédait sa propre flore (22,75).

La flore vaginale est souvent considérée comme équivalente a la flore utérine. Ainsi cette
derniere est assez peu étudiée lors de situation pathologique et seuls des préléevements

vaginaux sont réalisés. Peu d’études sont disponibles chez le chien.

1.3.1 Composition

Les bactéries isolées au niveau de I’utérus sont également retrouvées au niveau de la
muqueuse vaginale (16,38,41,46,50,57) : on retrouve principalement des Streptocoques a- et
B-hémolytiques, E.coli, des Staphylocoques ( S.intermedius et S.pseudintermedius
principalement) ainsi que les genres Bacillus, Pseudomonas, Haemophilus et
Corynebacterium. Les mycoplasmes sont également isolés dans deux études (38,57) mais
dans de faibles proportions ( inférieures a 10% des prélévements ). C.perfringens est isolé
dans une seule étude (50).

Les prélevements utérins sont le plus souvent réalisés lors d’ovariohystérectomie post-
ou ante-mortem permettant de s’affranchir des contaminations par la flore vaginale lorsque les
prélevements sont réalisés par voie transcervicale. Les mémes espéces sont isolées avec ces
deux méthodes (41). Méme s’il le taux de cultures positives varie grandement (de 1 a 62.5%),
il apparait évident que la muqueuse utérine posséde sa propre flore et que les prélévements
négatifs sont dus a des milieux de cultures non adaptés aux souches présentes. Ainsi
Maksimovic et al. (46) n’obtiennent que 2.5% de prélévements positifs en utilisant des
milieux de culture solides (géloses au sang, Mac Conkey et Bromocresol) tandis que 62.5%
de ces mémes prélévements donnent des cultures positives en bouillons Tryptone soja. Lyman
et al. (57) qui utilisent des techniques de génétique moléculaire n’ont aucun prélévement
négatif.

Peu d’informations sont disponibles sur la quantité de bactéries présentes. Il semblerait
que la flore utérine soit moins importante que la flore vaginale avec une différence d’un
facteur 102 (38). L’étude de Lyman et al. (57) décrit une flore plus diversifiée (indice de
Shannon plus élevé) mais significativement moins riche (moins d’espéces différentes) qu’au
niveau du vagin : aucun genre ne représente plus de 10% des organismes identifiés dans

I’utérus alors que 60% des organismes appartenaient a trois genres différents au niveau du
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vagin. La figure 5 représentent la répartition d’attribution des UTOs séquencés dans 1’étude
de Lyman et al. La comparaison avec la figure 4 montre une répartition bien plus réguliére.

Pseudcmonas
Staphylococcus
Corynebacterium
Anaplasma
Dermacoccus
Terrisporobacter
Delftia
Burkholderia
Planomicrobium
Sphaerotilus
Deinococcus
Acinetobacter
Atopostipes
Cloacibacterium
Dolgsigranulum
Hymenobacter
Streptococcus
Micrococcus
Turicibacter
Rothia
Stenotrophomonas
Thermus

Kocuria

Dialister
Spirochaelaceae

Endometrium
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Figure 5 Attribution des UTOs séquencés au niveau de I'endométre dans I'étude de Lyman et al. (55) a leur
genre taxonomique, seuls les 25 genres les plus abondants sont représentés (Source : Lyman et al.)

1.3.2 Origine

La flore du tractus génital supérieur est considérée par beaucoup d’auteurs comme
dérivant de la flore vaginale par colonisation via le col de 1’utérus. Bien que fermé, le col
n’est pas imperméable et certaines phases du cycle de la chienne sont propices a des échanges
entre ces deux populations lorsque le col est ouvert. En effet les espéces identifiées dans les
différentes études sont tres similaires au niveau du vagin et de 1’utérus (32). Dans ’étude de
Watts et al. (41), chez un méme individu, les prélévements réalises au niveau du vagin et de
I’utérus permettent d’isoler a chaque fois les mémes bactéries.

Cependant d’autres informations sont actuellement disponibles et remettent en cause
I’origine vaginale par colonisation de la flore utérine. Lyman et al. (57) ont montré chez 5
chiennes en cestrus (le col étant ouvert, les échanges entre les deux flores peuvent étre a leur
maximum) que les deux flores ne sont pas corrélées. Une autre étude suggere une origine

mixte (71): le microbiote présent dans le méconium de chiots nés par césariennes (pas de
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contamination par la flore vaginale lors de la naissance) et prélevé directement montre une
flore similaire a la flore vaginale mais également a la flore buccale de la mere. Dans la méme
étude, des résultats similaires sont observés a partir de prélevements réalisés sur le placenta.
Ainsi le placenta et le foetus ne seraient pas un environnement stérile mais posséderaient leurs
propres flores qui proviendraient de la colonisation par voie transplacentaire de la flore
utérine. Cette derniére pourrait donc avoir une origine mixte entre la flore vaginale et la flore
d’autres sites.

La flore utérine semble donc dériver partiellement de la flore vaginale. Certains

auteurs remettent en cause cette origine (46).

1.3.3 Facteurs de variations

L’origine vaginale de la flore utérine et I’ouverture du col au cours de certaines phases du
cycle permettent d’émettre I’hypothése que ces variations sont similaires a celles observées au
niveau de la flore vaginale. Nous avons vu précédemment que la flore vaginale était plus
importante mais souvent moins diversifiée lors de I’cestrus et le post-partum.

Certains auteurs observent des variations cohérentes avec cette hypothése. Dans 1’étude
de Watts et al. (41), un seul prélevement en dehors des périodes d’cestrus et de pro-cestrus est
positif, tandis que dans 1’étude de Baba et al. (38) la prévalence de culture positive est
supérieure lors de la gestation et du post-partum (100% contre 48% en ancestrus). Aucune
variation qualitative n’est observée par ces auteurs. Différent facteurs sont évoqués pour
expliquer cette baisse de la charge bactérienne a ces périodes du cycle : la présence de sang et
de mucus jouant le réle d’un milieu de culture enrichi, la communication avec le vagin via le
col ouvert, la présence moindre de leucocytes au niveau de la muqueuse utérine (76), ainsi
que des variations physico-chimiques déplagant 1I’équilibre hote-microbiote de la méme fagon
qu’au niveau de la muqueuse vaginale.

D’autres auteurs observent des variations différentes. Maksimovic et al. (46) mettent en
évidence que 46% des bactéries isolées le sont pendant le dioestrus (100% de cultures
positives). Des résultats similaires sont observés chez Schultheiss et al. (50) qui notent
également une forte prévalence de cultures positives chez les chiennes prépuberes. Lyman et
al. (57) ne relevent pas de variations significatives au cours du cycle, la richesse spécifique est
tout de méme plus faible pendant 1’cestrus et le pro-cestrus que lors des autres phases.

Différents éléments viennent appuyer ces observations. Le niveau de la lactoferrine, un
peptide antimicrobien non spécifique, varie au cours du cycle hormonal. L’expression du géne
de la lactoferrine augmente lors du pro-oestrus et de 1’oestrus puis diminue rapidement apres
I’ovulation pour rester trés faible en dioestrus et anoestrus (77). L’expression de certains
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inhibiteurs de 1’adhésion cellulaire pourrait également varier au cours du cycle. C’est le cas du
gene de la mucine dont I’expression, plus importante lors des chaleurs est inversement
corrélée a I’adhésion de E.coli a ’endométre (78). De plus I’'imprégnation hormonale a
I’origine d’une hyperplasie glandulo-kystique lors de ces phases favoriserait la croissance
bactérienne et serait cohérente avec une plus forte prévalence du pyomeétre lors du dioestrus.
Les variations de la flore endomeétriale ne sont pas encore totalement élucidées et les
différentes études rapportent des observations contraires, chacune appuyée par différents
éléments. On peut également supposer 1’existence d’autres facteurs de variations comme,

I’age, la race ou les conditions de vie mais aucune étude n’est disponible a ce jour.

Le tractus génital de la chienne arbore une flore riche et diversifiée dont la complexité
n’a pas encore été appréhendée dans son ensemble. Ce microbiote et son héte sont en
équilibre dynamique, sous I’influence de différents facteurs comme 1’age, I’activité sexuelle,
les conditions de vie et le cycle hormonal qui induisent des fluctuations de 1’environnement
dans lequel ce microbiote évolue.

Les méthodes de culture bactérienne ont permis d’établir un panorama de cette flore mais
arrivent a leur limite. Les nouvelles techniques de séquencage haut débit et de
métagénomique ouvrent la porte a une exploration plus approfondie et compléte de ce

microbiote.
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2 Désequilibres du microbiote et infertilité

2.1 Diagnostic
2.1.1 Diagnostic différentiel de I’infertilité

L’infertilité est définie comme ’incapacité a concevoir et/ou & mener a terme la
gestation d’une portée de chiots viables. Chez les espéces produisant des portées, on peut lui
associer la sub-fertilité ou la baisse de fécondité, c’est-a-dire la baisse d’une nombre de chiots
par portée (79).

L’anatomie de la chienne rend I’examen de son appareil reproducteur difficile. De
plus, sa physiologie et I’inconstance de ses cycles peuvent rendre la détection des chaleurs
tout comme le diagnostic d’une infertilité complexe.

Nous n’approfondirons pas les causes d’infertilités dues au male qui peuvent étre
diverses : probléemes comportementaux ( male inexpérimenté ou inhibé par la femelle), qualité
et quantité du sperme, incompatibilité anatomique, douleurs (prostatite, arthrose...),...(80).
Dans la suite de cette partie, nous considérerons donc que les causes d’infertilités dues au

male auront été préalablement écartées.

2.1.1.1 Gestion de la reproduction

Une des premieres causes d’infertilité apparente serait due a une mauvaise détection
de la date d’ovulation et une saillie au mauvais moment. De nombreux éleveurs inséminent
entre le 10°™ et le 15°™ jour suivant I’apparition des premiers signes de chaleurs (attirance
des males, cedéme vulvaire, perte vaginale). Le pro-cestrus et 1’cestrus durant en moyenne
chacun 9 jours (81), la saillie ou I’insémination sont susceptibles d’aboutir a une fécondation
dans un certain nombre de cas. Cependant un dosage de la progestérone permet de déterminer
précisément le moment de 1’ovulation peu importent les variations individuelles des durées du
pro-cestrus et de 1’cestrus.

La chienne peut refuser la saillie soit car le male est soumis devant elle soit car la
période d’acceptation n’a pas été correctement detectée.

L’insémination artificielle peut étre utilisée. Il existe différentes techniques, la plus
commune étant I’insémination intravaginale. Moins couramment utilisée, I’insémination intra-
utérine par voie trans-cervicale ainsi que par laparotomie est possible. Un matériel non adapté
ou un défaut de maitrise des gestes techniques peuvent étre a 1’origine d’une d’infertilité (82).

Certaines races presentent également des cycles plus longs (race « primitive » :
Basenji, Chien loup tcheques..) ou plus courts (Berger allemand, Rottweiler..) (80). Une
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mauvaise connaissance des particularités spécifiques peut rendre la détection des chaleurs

difficiles et conduire a suspecter a tort une infertilité.

2.1.1.2 Maladie systémique

Le cycle de la chienne est susceptible d’étre perturbé par la plupart des maladies
systémiques comme le diabéte ou une insuffisance rénale. L hypercorticisme par exemple
peut perturber la synthése de ’hormone lutéinisante (LH) et étre a 1’origine d’une infertilité
(79,80). De fagon similaire la malnutrition peut altérer la fertilité ou étre a 1’origine d’un

avortement (80).

2.1.1.3 Maladies endocriniennes

L’hypothyroidie est I’affection endocrinienne la plus représentée chez le chien. Elle
est associée a de nombreux troubles de la reproduction comme des intervalles inter-cestrus
irreguliers, un cestrus plus court, des avortements ou une mortalité néonatale plus élevée sans
qu’un lien de causalité ait été clairement établi (83). Elle doit étre envisagée surtout si la
chienne n’avait pas d’antécédents de problémes reproducteurs avant I’apparition de
I’hypothyroidie (79).

L’insuffisance lutéale est une cause majeure d’infertilité (80). La progestérone
sécrétée par le corps jaune permet le maintien de la gestation. Son taux ne chute de maniére
physiologique qu’a I’approche de la mise bas. Dans le cas d’insuffisance lutéale non
complémentée, I’avortement est systématique.

Les kystes lutéaux sécrétant de la progestérone inhibent le cycle ovarien par
rétrocontréle négatif sur I’hypophyse et empéche ainsi le retour en chaleur.

Les tumeurs de la granulosa ainsi que les kystes folliculaires sécrétant des cestrogenes
en grande quantité, les chiennes atteintes se retrouvent en situation d’cestrus permanent,

rendant toute gestation impossible.

2.1.1.4 Maladies iatrogénes

De nombreux traitements sont a 1’origine d’infertilités comme les traitements

hormonaux ou les glucocorticoides pour les raisons évoquées précédemment.
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2.1.1.5 Causes diverses

Certaines anomalies anatomiques congénitales, comme un septum vaginal ou d’autres
anomalies du développement, sont un obstacle a la reproduction (84). Les hyperplasies de la
mugqueuse vaginale entrainant fréqguemment un prolapsus lors des chaleurs sont un frein a la
saillie et nécessitent une insémination artificielle (84).

Il est également possible de rencontrer des chaleurs anovulatoires, les suivantes se

produisant a un intervalle plus court sont généralement ovulatoires (80,81).

2.1.1.6 Causes infectieuses

Comme nous 1’avons vu précédemment le tractus génital de la chienne n’est pas stérile
et posséde une flore riche et diversifiée. Les espéces bactériennes retrouvées chez les chiennes
apparemment saines sont pour la plupart retrouvées dans diverses situations pathologiques
(74). Le caractére pathogéne opportuniste rend difficile le diagnostic d’une infertilité
d’origine bactérienne. Il existe peu d’informations sur les mécanismes permettant a une
espéce commensale de devenir pathogéne mais différentes hypothéses sont possibles : la
colonisation par des souches plus virulentes, des changements de I’environnement entrainant
une production de facteurs de virulences par les bactéries présentes ou encore un déséquilibre
de la flore commensale. L hypothése d’une infertilité d’origine bactérienne doit étre
envisagée apres avoir recherché les autres causes non infectieuses et doit étre orientée par la
clinique (odeur, inflammation confirmée par la cytologie, écoulement) (79). De nombreuses
chiennes sont traitées a 1’aide d’antibiotiques en cas d’infertilité mais il existe peu de preuves
sur I’utilité d’un tel traitement (74). Les infections génitales sont souvent considérées comme
secondaires a une condition prédisposante (anomalies anatomiques, maladies systémiques,
immunosuppression...) (80,84).

Certaines bactéries n’appartiennent pas a la flore commensale du tractus génital de la
chienne et sont responsables d’avortement ou d’infertilité : Salmonella, Listeria, Leptospira et
campylobacter. Brucella canis est la seule bactérie connue qui soit spécifiquement
responsable d’avortement et d’infertilité, elle circule activement en Europe (85) ainsi qu’en
Amérique et en Asie (86). C’est une zoonose et la transmission se fait par contact ou lors de la
saillie (84).

Certains parasites comme Toxoplasma gondii ou Neospora caninum sont responsables
d’avortements tardifs et de mortalité néonatale (79,84).

L’herpés virus canin est responsable d’avortement (87). 1l est également suspecté dans
le cas d’infertilité. Chez les chiennes gestantes, des lésions sont retrouveées sur le placenta et

les avortons. On retrouve également des lésions vesiculaires de tailles variables sur la
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mugqueuse du vestibule vaginal, principalement pendant le pro-oestrus (84). La transmission
se fait par contact rapproché. L’un des signes d’appel est I’apparition de signes cliniques
respiratoires dds au tropisme de ce virus pour 1’appareil respiratoire. L’hépatite de Rubarth et
la maladie de Carreé sont citées comme des causes probables d’avortement, d’infertilité et de
mortalité néonatale, néanmoins, ces maladies sont rares du fait de la vaccination contre les

virus responsables de ces affections (81,86).

Les Mycoplasmes sont souvent cités comme responsable d’infertilité (79,80,84,88—
91). Cependant, comme pour toute cause infectieuse, sans signes cliniques évocateurs d’une
infection génitale il convient d’avoir une approche systématique de I’infertilité et d’en exclure

les autres causes avant d’envisager une infection bactérienne.

2.2 Rupture d’équilibre

2.2.1 Chez la femme : changement du type de communauté
bactérienne

Il est de plus en plus admis que le microbiote genital de la femme joue un rdle dans la
fertilité. Comme nous I’avons vu dans le paragraphe 1.2.1.1, la flore vaginale de la femme est
naturellement dominée par différentes especes de lactobacilles bien que cette conception soit
remise en cause et qu’une approche plus fonctionnelle émerge depuis quelques années. Le
terme de « vaginose bactérienne » ou de dysbiose sont employés pour parler des déséquilibres
de la flore vaginale.

Les dysbioses vaginales s’accompagnent de différents critéres cliniques : la présence
d’une odeur forte inhabituelle, un pH anormalement élevé (supérieur ou égal a 4.5), un
écoulement muqueux ainsi que la présence au microscope de cellules épithéliales recouvertes
de bactéries (21). Il a été montré que chez les femmes présentant des vaginoses cliniques, la
flore bactérienne était dominée par Gardenerella vaginalis ou Atopobium vaginae et que la
proportion de Lactobacillus était trés faible (21,22,92-94). Bien que les vaginoses cliniques
ne soient pas systématiquement associées a des échecs de conception, elles sont associées a
des grossesses a risque avec des avortements, de la mortinatalité ou des accouchements
prématurés.

Cependant, ces dysbioses ne s’accompagnent pas toujours de signes cliniques
apparents. L’infertilité est parfois le seul signe d’appel. Des études récentes ont montré que
chez des femmes présentant une infertilité idiopathique sans autre signe clinique, les

microbiotes était similaires a ceux de femmes presentant des vaginoses cliniques (95,96).
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L’intérét pour les troubles du microbiote génital est récent, d’autres études sont
nécessaires pour comprendre comment les especes du microbiote ou les différents types de
communautes bactériennes affectent la fertilité chez la femme. La faible proportion de
Lactobacillus est admise par de nombreux auteurs comme un facteur de risque de dysbiose et

de troubles de la reproduction.

2.2.2 Chez la chienne

En dehors des pathogenes spécifiques comme Brucella canis et des infections
systémiques ayant un effet indirect sur les fonctions de reproduction, les infections génitales
sont causées par des bactéries commensales qui, sous certaines conditions peuvent devenir
pathogenes.

De nombreux auteurs ont compar¢ les flores vaginales des chiennes saines avec d’autres
présentant des troubles de la fertilité, des écoulements vaginaux, de la mortalité néonatale ou
bien des pyomeétres. Qualitativement, les germes isolés étaient les mémes que chez les
chiennes saines et le nombre d’isolats par prélévement ne variait pas significativement
(35,37,40,47,48,97).

Les pyometres et les vaginites (caractérisés par un écoulement vulvaire) sont deux
affections fréquentes chez chienne au cours desquelles la flore vaginale semble perturbée de
facon quantitative. Au cours de ces affections, les prélevements révelent généralement des
cultures pures.

Une seule étude évalue de fagon semi-quantitative les différences entre des chiennes
saines et des chiennes présentant un écoulement vulvaire : Hirsch et Wiger (35) comparent les
deux groupes en étalant les écouvillons vaginaux de chaque chienne du premier au quatrieme
quadrant de la gélose de culture. Le grade de la culture (de 1 a 4) correspondant au nombre
de colonies sur chaque quadrant (le grade 1 indiquant moins de 5 colonies sur le premier
quadrant et le grade 4 plus de 5 colonies sur le dernier quadrant) permet d’évaluer de fagon
semi-quantitative la charge bactérienne vaginale de chaque chienne. Dans cette étude 10% des
chiennes saines ont donnée des cultures de grade 3 et 4 contre 36% des chiennes présentant un
écoulement vulvaire. Les chiennes a vaginite semblent alors présenter un plus grand nombre
de bactéries dans le vagin.

Le pyomeétre est une affection résultant de facteurs hormonaux et bactériens. Si les
mécanismes sont aujourd’hui bien ¢élucidés, la chronologie de ces différents facteurs n’est pas

encore certaine. L’ imprégnation utérine de progestérone induit une baisse d’immunité locale
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ainsi qu’une hyperplasie glandulo-kystique et 1’accumulation de sécrétion. Ces éléments sont
propices a une prolifération bactérienne. Cette prolifération bactérienne pourrait étre facilitée
par la translocation de certaines bactéries de la flore vaginale lorsque le col utérin est ouvert.
E.coli est considéré comme responsable de 70 a 80% des pyometres et les cultures pures sont
également plus fréquentes lors de pyometre (84). Ainsi lors de pyometre, la flore vaginale est
quantitativement plus importante mais sa diversité diminue au profit d’un germe devenu
pathogene. Cependant une étude récente reposant sur le séquencage haut débit de I’ARNr 16S
de chiennes atteintes de pyomeétre semble remettre en cause cette conception (59). Dans cette
étude menée par Young et al. (59), I’indice de Shannon ainsi que 1’estimateur de richesse
spécifique ACE sont tous deux plus élevés dans la population malade. D’autres indicateurs
sont utilisés. Un autre estimateur de richesse spécifique, 1’estimateur Chaol dont la valeur
pour la population malade est également plus élevée que dans la population saine. L’indice de
Simpson permet d’apprécier la diversité d’un milieu. Il varie entre 0 et 1, plus il est élevé et
plus la population est dominée par une espéce bactérienne. Dans I’étude de Young et al.
I’indice de Simpson est égal a 0.25 dans la population malade et égal a 0.82 dans la
population saine indiquant une plus grande équitabilité spécifique de la flore utérine des
chiennes malades. Les deux estimateurs de richesse spécifique sont cohérents avec les
indicateurs de diversité ; le nombre d’espéces dans la flore utérine de la population de
chiennes malades est estimé a 1’aide des deux méthodes a plus de 33 especes alors que le
nombre d’especes de la flore saine est estimé inférieur & 3. L’attribution des UTOs a un genre
est représentée dans la figure 6. Cette étude contraste avec la littérature attribuant une perte de
diversité lors de pyometre mais le faible nombre d’individus inclus dans cette étude ne permet
pas de remettre en cause formellement cette conception. Cependant les résultats de cette étude
soulignent les limites de la bactériologie classique qui sous-estime le réle des bactéries non
cultivables et ne permet pas d’apprécier le microbiote directement dans sa globalité.

Ces affections semblent se produire lors de contextes particuliers lors desquels une baisse
de ’'immunité locale ou globale se produit. Certaines populations peuvent ainsi prendre le pas
sur la flore commensale et devenir pathogénes. Ces pathogenes opportunistes possedent
souvent des facteurs de virulences particuliers, comme certaines souches d’E.coli
uropathogénes. Ces bactéries peuvent étre a 1’origine d’infertilités en rendant I’environnement
hostile aux gametes ( interactions directes ou production de facteurs spermicides) ou a
I’embryon (84).
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Figure 6 Attributions des UTOs séquencées aux genres bactériens chez le groupe atteint de pyométre et le
groupe controle (source Young et al. 2017 (59))

Comme nous 1’avons vu précédemment, en 1’absence de signes cliniques, une culture
pure a partir d’un écouvillon vaginal ne permet pas de conclure & un désordre de la flore
commensale. Un diagnostic différentiel complet doit étre réalisé et des facteurs prédisposants
aux troubles du microbiote vaginal doivent étre recherchés lorsqu’une dysbiose est identifiée.

Cependant I’usage d’antibiotiques en cas de cultures pures chez des chiennes en bonne
santé est largement répandu. Ces pratiques peuvent conduire a la sélection de souches

multirésistantes potentiellement pathogenes sans que les bénéfices d’un traitement soient
significatifs (98-100).

Les infections bactériennes sont 1’une des principales causes de mortalité néonatale. Les
germes isolés sur les chiots morts précocement sont le plus souvent les mémes que chez la
meére et des études génétiques ont pu confirmer 1’origine vaginale de ces germes (101,102).
Ces études confirment que la mise en place des différentes flores du chiots se fait par
colonisation lors du passage par le vagin lors de la mise bas. L’étude de Bjurstrom et al.
réveéle un fort taux de prévalence de culture pure de E.coli chez les chiennes présentant de la

mortalité néonatale (41.7%) (101) et la recherche spécifique de Clostridium perfringens par
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Blunden et al. a montré une plus grande prévalence de ces bactéries chez les chiennes
présentant de la mortalité néonatale (39). Cependant dans la plupart des cas, les chiennes ne
semblent pas présenter de trouble apparent de I’appareil reproducteur et la colonisation du
chiot par le microbiote vaginal apparait indispensable a la bonne santé des chiots. En effet la
comparaison de chiots nés par césarienne et par voie naturelle montre que les premiers
possedent un microbiote cutané moins riche associé a des croissances moins importantes au
cours de premier jour de vie que les chiots du second groupe nés par voie naturelle (71). La
mortalité néonatale pourrait survenir en présence d’autres facteurs comme une mauvaise prise

de colostrum ou un environnement non adapté bien que la flore vaginale de la mére soit saine.

Il existe de nombreuses causes a I’infertilité. L’infertilité doit étre explorée dans sa
globalité et les causes infectieuses ne peuvent étre suspectées en premier lieu en I’absence de
signes cliniques apparents. En dehors des agents infectieux spécifiques comme Brucella
canis, il existe des désordres du microbiote vaginal associés a différents troubles de la
reproduction. La recherche et le traitement de facteurs prédisposants a ces troubles est
primordiale avant la mise en place d’un traitement antibiotique dont les bénéfices ne sont pas
toujours certains. Le caractére pathogéne opportuniste de nombreuses bactéries commensales
rend difficile le diagnostic d’une infertilité d’origine bactérienne. Les mycoplasmes, dont
I’implications dans les troubles de la reproduction fait débat chez la chienne, font partie de ces

pathogénes opportunistes.

3 Mycoplasmes et infertilités

3.1 Généralités sur les mycoplasmes
3.1.1 Taxonomie et phylogénie

Les « mycoplasmes » désignent dans le langage courant le genre Mycoplasma mais
également le genre Ureaplasma, qui y est souvent rattaché. Ces genres forment la famille des
Mycoplasmatacées. Cette famille appartient a la classe des Mollicutes et au phylum de
Tenericutes. Jusqu’a récemment les Mollicutes étaient classés a I’intérieur du phylum des
Firmicutes mais ont été reclassés depuis peu en raison de certains caracteres remarquables
comme I’absence de paroi cellulaire, un cytosquelette souple ainsi qu'un génome réduit

comportant une faible proportion de guanosine et cytosine (103-105). Les Mollicutes
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dériveraient de bactéries a Gram positives ayant évoluées en perdant des genes non essentiels
par réduction génétiques au point de devenir un modéle de « cellule minimale » (106).

Les Mycoplasmatacées se distinguent des autres familles de Mollicutes par leur
dépendance au cholestérol exogene pour leur croissance, la localisation cytoplasmique de la
NADH oxydase, ainsi qu’un génome de taille réduite (environ 5x108 Da).

Le terme « mycoplasme » peut servir a désigner la classe des Mollicutes, mais
également la famille des Mycoplasmatacées.

Les genres Ureaplasma et Mycoplasma sont différenciés par leur capacité a hydrolyser
’urée ou non (103).

Les especes sont classées d’apres leur génome. Chalker et Brown (104) ont réalisé une
classification basée sur I’analyse des séquences de I’ARNr 16S et de la région intergénique
des ARNr 16S et 23S des mycoplasmes isolés dans I’espéce canine. A 1’exception de deux
especes, les mycoplasmes isolés chez le chien appartiennent tous au groupe taxonomique
Hominis, M.feliminutum et M.haemocanis appartiennent respectivement aux groupes
Spiroplasma et Pneumoniae (voir figure 7) (104,107). Bien que n’étant pas des mycoplasmes
au sens strict, U.canigenitalium et A.laidlawii appartiennent également a ces deux groupes
taxonomiques.

Taxonomie et phylogénie divergent avec 1’avancée des techniques de séquencage. La
taxonomie est donc susceptible d’évoluer réguliérement selon les décisions du Sous-comité

sur la taxonomie des Mollicutes (108).
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Figure 7 Arbre phylogénique établi a partir des séquences des ARNr 16S, les mycoplasmes
isolés dans I'espéces canines sont notés en gras et les numéros d’accés aux séquences dans Genbank
notés entre parentheses (Source Chalker et Brown 2004 (104))

3.1.2 Génome, biologie et aspect en culture

Les mycoplasmes sont des organismes commensaux pathogénes opportunistes des
mammiferes. Chez le chien on les retrouve sur toutes les muqueuses mais également au
niveau du cceur, du foie, des reins, de la rate et des nceuds lymphatiques (68). M. canis est

I’espéce la plus abondante et fréquemment isolée chez les chiens.
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Les mycoplasmes sont considérés comme les organismes capables d’autoréplication
les plus simples. Le génome d’un mycoplasme varie de 500 a 1600 kilo paires de bases (kpb)
et est composé d’une proportion de paires guanosine-cytosine variant autour de 30% (68). M.
canis posséde un génome de 795 kpb, une proportion de guanosine-cytosine légerement
inférieure a 30% (27-. 29.1%) et un nombre de genes estimé a 700 (68,109). Les deux
extrémes sont representés par M. genitalium, non isolé chez le chien avec un génome de 580
kpb et moins de 500 genes (107), et A.laidlawii, qui n’est pas un mycoplasme au sens strict et
qui présente un génome de 1650 kpb et environ 1400 génes (110). La taille du génome n’est
pas un critére taxonomique car il peut varier en raison de répétitions de certaines séquences
d’une souche a I’autre. Cependant les Acheloplasma et Spiroplasma, considérés comme des
mycoplasmes plus primitifs, ont des génomes de plus grande taille que les Mycoplasma et
Ureaplasma, considérés comme des mycoplasmes plus évolués ; ils supportent la these que
les Mollicutes auraient évolué par réduction génétique. Le génome des mycoplasmes se
présente comme un double brin d’ADN circulaire. La présence de plasmide est rare et n’a
jamais €té observée chez une espéce présente chez le chien. L’extréme simplicité du génome
des mycoplasmes serait a I’origine d’une grande variabilité génétique par perte de certaines
capacités de réparation de I’ADN (106,107).

La simplicité de leur génome est également a 1’origine d’une grande dépendance a leur
environnement car leurs capacités de synthése sont limitées. Ces capacités de synthéses
peuvent étre simplifiées a I’extréme comme chez M.genitalium et M.pneumoniae, deux
mycoplasmes isolés chez I’humain qui ne posseédent aucun géne impliqué dans la synthese
d’acides aminés et sont donc completement dépendant de 1’apport apport exogéne d’acides
aminés (107). Les propriétés biochimiques des mycoplasmes ont longtemps été des criteres
taxonomiques pour ces espéeces : les Mycoplasmatacés nécessitent du cholestérol pour leur
croissance, et au sein de ce groupe I’hydrolyse de 1’arginine, la présence de phosphatase ou la
capacité de fermenter le glucose pour produire de I’ATP peuvent étre utilisées pour
différencier les espéces. Le tableau 4 résume ces différentes caractéristiques chez les

mycoplasmes isolés au niveau du tractus génital de la chienne.
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Mycoplasma canis + - - -
M.cynos + - + -
M.maculosum - + + -
M.spumans - + + -
M.edwardii + - - -
M.molare + - - -
M.bovigenitalium - - + -
M.felimutum + - - -
M.gateae - + - -
Achelosplasma laidlawii + - - +
Ureaplasma - - - -
canigenitalum

Tableau 4 Propriétés biochimiques des mycoplasmes isolés au niveau du tractus génital de la chienne

La membrane plasmique des mycoplasmes est tri laminaire et est composée de
phospholipides, de glycolipides, de stérols, de protéines, de lipoprotéines et de glycoprotéines.
Une grande partie de ces composants provient du milieu extérieur et en a fait un groupe de
microorganismes particulierement utiles pour I’é¢tude de la membrane plasmique. En effet, la
composition de la membrane varie directement en fonction des apports du milieux (107).

La membrane plasmique des mycoplasmes présente également une grande proportion
de protéines. Cette part importante de protéines, ainsi que la faible capacité de biosynthese
des mycoplasmes laisse supposer une grande variété de transporteurs membranaires.
Cependant le nombre et la proportion de génes impliqués dans les phénomeénes de transport
semblent faibles comparés a d’autres bactéries (111).

L’absence de paroi ainsi que la présence de cholestérol non estérifié issu du milieu
confererait aux mycoplasmes une grande perméabilité membranaire adaptée a leur
dépendance du milieu pour leurs constituants et donc a leur mode de vie parasite. Ces

propriétés permettraient également la fusion membranaire, la position intracellulaire de
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certains mycoplasmes comme Mycoplasma canis ainsi qu’une grande variabilité antigénique
(106,107,112).

L’absence de paroi donne aux mycoplasmes une grande plasticité. 1l existe parmi les
Mollicutes des bactéries aux formes atypiques comme le genre Spiroplasma caractérisé par sa
forme hélicoidale, ainsi qu’une grande variété de formes. L’existence d’un cytosquelette
atypique est suggérée mais assez peu étudiée. Les recherches disponibles se portent
principalement sur des protrusions cytoplasmiques de M. pneumoniae et M. mobile qui

auraient un role dans la motilité, I’adhésion et la division cellulaire (107,113).

3.1.3 Pouvoir pathogéne

Bien que faisant partie de la flore commensale du tractus urogenital de la chienne saine,
les mycoplasmes peuvent avoir des effets néfastes sur leurs hotes.

3.1.3.1 Adhésion cellulaire

Le pouvoir pathogéne des mycoplasmes repose principalement sur leur capacité
d’adhésion aux cellules hotes. L’adhésion cellulaire a été particuliérement étudiée chez M.
pneumoniae. L’adhésion cellulaire se fait a I’aide de protrusions cytoplasmiques au niveau

desquelles des adhésines et des protéines accessoires se concentrent (114) (figure 8).

Figure 8 Mycoplasma pneumoniae vu au microscope électronique a balayage, les fleches noires indiquent
lextrémité effilée responsable de l'adhésion cellulaire (Source Atkinson et al. 2008)

Cette capacité d’adhésion est peu étudiée chez les mycoplasmes canins. M. canis,

I’espéce la plus représentée au niveau de la muqueuse vaginale de la chienne, est de forme
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coccoide et ne semble pas présenter ce type de protrusion (Figure 9). Ses modalités
d’attachement restent encore inconnues.

L’adhérence cellulaire permet aux mycoplasmes d’interférer avec certains transporteurs
ou récepteurs membranaires de la cellule de 1’hote. Au niveau génital, cette liaison peut
perturber la motilité des spermatozoides et masquer les récepteurs sulfoglycolipidiques
nécessaires a la reconnaissance entre les gametes lors de la fécondation (89,107,115). Cette
liaison permet la libération de toxiques, comme des radicaux libres, directement au contact de
la membrane de la cellule de ’hote (116), méme si cette synthese semble trop faible chez les

souches urogénitales de M.canis pour avoir un effet pathogéne réel (112).

Figure 9 Mycoplasma canis vu au microscope électronique a balayage, la surface est marquée d'élévation
circulaire de 20nm sur I'ensemble de la cellule (Source : Michaels et al. 2016)

3.1.3.2 Invasion cellulaire

L’invasion cellulaire fait suite a 1’adhésion. Cette propriété permet aux mycoplasmes
d’échapper a la réponse immunitaire de 1’hdte et a d’éventuels traitements antibiotiques,
comme la gentamicine, utilisée pour différencier la localisation intra ou extracellulaire des
mycoplasmes dans certaines études. Les souches de M. canis isolées au niveau de la
mugqueuse vaginale (UF31 et UF33) sont capables d’invasion cellulaire. Les mécanismes

d’invasion cellulaire sont encore mal connus mais feraient intervenir le cytosquelette de la
57



cellule hote apres induction d’un signal lors de la liaison cellulaire. Les sialidases des
mycoplasmes joueraient un role non indispensable dans 1’induction de ce signal en se liant
avec I’acide sialique de certaines glycoprotéines membranaires de la cellule hote. 11 existe une
grande variété de sialidases et leur liaison est trés spéecifique, ce qui permettrait d’expliquer la
spécificité des mycoplasmes pour leurs hotes (95). Cependant, 1’étude des adhésines chez
différents mycoplasmes laisse suggérer 1’existence d’une famille de génes commune aux

mycoplasmes et relativement bien conservee (107,116).

3.1.3.3 Fusion cellulaire

Certains mycoplasmes sont capables de fusion cellulaire. Cette capacité est permise
par la grande teneur en cholestérol non estérifié de leurs membranes mais également, chez
certaines espéces de mycoplasmes, par un gradient membranaire de protons (117-119).

La fusion permet de déverser dans la cellule de I’hote de nombreuses enzymes : des
protéases, des phosphatases altérant les voies de transduction et des nucléases dégradant le
matériel génétique. Des constituants membranaires des mycoplasmes se retrouvent également
exposés a la surface des cellules, altérant certaines récepteurs, modifiant les interactions avec

les cellules voisines et pouvant affecter la production de cytokines (116,119).

3.1.3.4 Synthése de cytokines

Les mycoplasmes sont capables d’induire la synthése de cytokines par les cellules de
I’hote. Cette synthese est variable selon les souches de mycoplasmes, 1’espéce hote mais
également le type de cellule (107,119). Les mycoplasmes sont ainsi capables d’induire une
immunosuppression chez I’hote, en inhibant ou stimulant la synthése de certaines cytokines
(91).

Les souches de M. canis retrouvées au niveau de la muqueuse génitale induisent la
production d’un profil de cytokines pro-inflammatoires : TNF-a, IL-6, IL-10 et IFN-y avec un
rapport TNF-a/IL-10 élevé orientant vers une réponse immunitaire cellulaire de type TH1.
Les autres souches isolées a partir de sites différents induisent une réponse plutét anti-
inflammatoire (112). A ce jour il ne semble pas exister de donneées sur les profils de cytokines
induits par les autres mycoplasmes chez le chien.

Les mycoplasmes possedent des lipides et lipoprotéines membranaires avec une

terminaison aminée, jouant le réle d’immunomodulines, équivalente au LPS chez d’autres
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bactéries et responsable de 1’activation des macrophages et du recrutement des leucocytes via
les récepteurs de type Toll (TLR) de la cellule de I’héte (112,118,120).
Les autres mycoplasmes canins n’ont pas fait I’objet d’étude portant sur la réponse

immunitaire qu’ils peuvent induire.

3.1.3.5 Stimulation lymphocytaire

Les mycoplasmes seraient capables de stimuler des lymphocytes B et T de maniere
non spécifique, entrainant 1’infiltration des tissus par des lymphocytes et la synthese
d’immunoglobulines non spécifiques (3,107,119,121). Ce phénomene est mal étudié chez les
mycoplasmes.

La réponse immunitaire induite par les mycoplasmes chez 1’hote est souvent la
principale cause des symptomes des mycoplasmoses. Au niveau de la muqueuse vaginale,
I’infiltration lymphocytaire ainsi que 1’environnement pro-inflammatoire créé par la synthese

des cytokines seraient a 1’origine d’un environnement néfaste pour les gamétes (122).

3.1.3.6 Echappement au systeme immunitaire

Certains mycoplasmes sont capables de moduler la sécrétion du complexe majeur
d’histocompatibilité de type Il (CMH-II). De nombreuses espéces stimulent I’expression du
CMH-II (107,118,119). Certaines souches de M.canis inhibent la sécrétion du CMH-1I,
compromettant la présentation d’antigénes de M.canis ou d’autres espéces aux lymphocytes
CDA4+ et ainsi la mise en place d’une réaction immunitaire efficace. Cependant cette propriété
n’a pas été étudié chez les souches génitales de M.canis (112), qui induisent des profils de
cytokines différents. Actuellement peu de données sont disponibles a propos des effets des
mycoplasmes canins sur I’expression du CMH-II.

Une des principales capacités des mycoplasmes est, malgré leur génome extrémement
réduit, leur grande variabilité antigénique. Cette grande variabilité est une adaptation au mode
de vie parasite des mycoplasmes et a I’absence de paroi. Les principaux antigénes sont les
protéines et les lipoprotéines membranaires. Différents types de variations interviennent :

e I’expression ou non de certaines protéines ou lipoprotéines ;
e les variations de phase par des répétitions de courtes séquences ;
e le réarrangement des domaines exposés des antigénes ;

e [’émergence de nouveaux antigenes par duplication et mutation.
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Ces variations reposent sur différents mécanismes en fonction des especes de
mycoplasmes. Ils sont aléatoires, spontanés car observes avant toute réponse immunitaire, et
se produisent a haute fréquence. De plus ils sont réversibles, ¢’est-a-dire que chaque cellule
peut produire des antigenes qu’elle ne produisait plus a un moment donné. Cette
hypervariabilité antigénique est parfaitement adaptée au mode de vie parasite ainsi qu’a
I’absence de paroi, leur permettant d’échapper au systéme immunitaire de 1’hote, et explique

le caractére chronique de la plupart des infections a mycoplasmes (107,118-121,123).

3.1.3.7 Pouvoirs pathogenes divers

Les mycoplasmes dépendent de leur environnement pour leurs précurseurs, ces
organismes peuvent agir en spoliant les cellules hotes de ces précurseurs. Cette spoliation en
cholestérol peut par exemple perturber le métabolisme de certains lipides membranaires ou
encore de certains neurotransmetteurs cholinergiques. Le manque d’arginine chez les cellules
hotes peut entrainer des dysfonctionnements dans la synthese de certaines protéines et dans
les mécanismes de divisions cellulaires. Ces spoliations dépendent des capacités de synthése
de chaque mycoplasme : M.canis et M.cynos ( deux principaux mycoplasmes canins)
n’hydrolisant pas 1’arginine, cet effet semble négligeable (118).

Chez I’homme, un potentiel pouvoir oncogéne a été observe. Ces effets résulteraient
d’une exposition sur une longue période et n’ont pas été observés chez le chien. Ce pouvoir
oncogene pourrait faire intervenir la spoliation en arginine, perturbant la synthése d’histone et
entrainant des modifications chromosomiques et a terme, 1’apparition de processus cancéreux
(118,124,125).

Les mycoplasmes pourraient provoquer des réactions auto-immunes via la stimulation
non spécifique des lymphocytes, la synthéses de certains profils de cytokines et des
homologies avec des protéines de 1’hétes (107,126). Ces effets n’ont pas été étudiés chez les

mycoplasmes vaginaux.
Les potentiels pouvoirs pathogenes des mycoplasmes ainsi que leur forte présence au

niveau de la muqueuse génitale de la chienne laisse supposer qu’ils peuvent avoir des effets

néfastes sur la fertilité.
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3.2 Infections expérimentales

A ce jour, seules deux études d’infections expérimentales au niveau du tractus génital ont
été realisées, I’une chez la femelle (127) et ’autre chez le male (128).

L’étude chez la femelle porte sur 10 chiennes beagles. Un a deux millilitres d’un bouillon
de culture contenant une grande concentration de M. canis (108 CFU) ont été inoculés in utero
via laparotomie par la ligne blanche. La fertilité n’a pas été évaluée mais différentes 1ésions
ont pu étre observées pouvant étre a 1’origine de trouble de la reproduction : des endométrites,
des endomeétrites purulentes, des phlegmons et de 1’hyperplasie glandulo-kystique.
L’isolement de M. canis était plus important au niveau du col utérin que du vestibule vaginal
mais les prélevements utérins réalisés post mortem étaient tous négatifs. Deux chiennes ne
présentaient aucun mycoplasme. Cette étude laisse supposer un effet pathogéne au niveau de
la sphére urogénitale ; cependant elle présente de nombreux biais et les informations fournies
sont limitées. Tout d’abord la provenance de la souche de M. canis (6/L 42), cette souche est
issue de chiennes présentant une maladie uro-génitale, sa virulence est donc trés fortement
suspectée, or on sait qu’il existe une grande variabilité génétique d’une souche de
mycoplasme a une autre donc une variation du pouvoir pathogéne de ces différentes souches.
De plus la concentration du bouillon en M. canis est trés élevée (L08CFU/mI), bien supérieure
aux concentrations en mycoplasme retrouvées dans une flore vaginale saine. Enfin, le statut
bactériologique des chiennes n’est pas connu, ni avant ni aprés inoculation, tout comme la
composition précise du bouillon de culture inoculé qui pourrait contenir d’autreS germes.
Ainsi les lésions observées pourraient tout autant étre dues a 1’action d’un autre germe, d’une
perturbation de la flore utérine et/ou vaginale due a I’inoculation du bouillon de mycoplasmes
plus qu’a I’action pathogéne de M. canis. Cette étude expérimentale permet donc de suspecter
le r6le pathogéne de M. canis au niveau de la muqueuse urogénitale de la chienne mais ne
constitue pas une preuve formelle selon le postulat de Koch (127). Il n’existe a notre
connaissance pas d’autre étude sur le méme sujet.

La méme souche a été inoculée dans les canaux déférents de trois chiens males,
provoquant divers troubles au niveau de I’appareil reproducteurs des males sans que les

mycoplasmes soient isolés aprés inoculation (128).
3.3 Données chez les autres especes

Chez la femme, il existe 16 mycoplasmes d’origine humaine au niveau de la sphere
urogénitale, mais seulement 4 d’entre eux sont considérés comme potentiellement
pathogénes : M.genitalium, M.hominis, Ureaplasma parvum et U.urealyticum. Ces
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mycoplasmes sont associés a des accouchements prématurés, des avortements, des cas
d’infertilités, des salpingites, des cervicites et des endométrites (88,129-132). Cependant
méme si le role pathogéne de ces mycoplasmes est fortement suggéré par de nombreuses
¢études, il n’existe pas de preuve formelle d’une causalité entre la présence des mycoplasmes
et les affections observées. Différentes études expérimentales qui soutiennent ce réle
pathogene ont été réalisées chez des primates (133-135) mais comme nous 1’avons vu dans le
paragraphe 1.2.1.1, la flore vaginale unique de la femme donne peu de poids a ces preuves
expérimentales. Leur r6le pathogéne est actuellement accepté mais remis en cause (28). En
effet le manque de preuves formelles laisse supposer que ces organismes ne seraient pas la
cause d’affections urogénitales mais plutot des facteurs aggravants ou cofacteurs de certaines

affections.

Chez la vache, deux espéces de mycoplasmes sont considérés comme pathogenes :
M.bovigenitalium et U.diversivum. Ils sont associés a des vulvites granulomateuses a
I’origine d’infertilité (136,137). Ces études ont été confirmées in vitro pour les uréaplasmes
qui induisent des ciliostases sur des cultures d’oviducte bovin pouvant provoquer des

infertilité (138).

Chez la jument, M.equigenitalium présente un intérét en pathologie de la reproduction. Il
est associé a des vulvites, des vaginites, des endométrites et des cas d’avortements et
d’infertilité (33,139,140). Les mycoplasmoses génitales ne sont pas une problématique

majeure en reproduction €quine et n'ont fait ’objet que de peu d’études.

Chez la chatte, une seule étude suggere que des uréaplasmes pourraient étre responsables
d’avortements et de mortalité néonatale, cependant cette étude ne porte que sur un nombre
trés limité d’individus (141). Les mémes auteurs ont également montré une prévalence plus
forte des mycoplasmes génitaux chez les chats atteints de troubles de 1’appareil reproducteur
(42%) que chez les chats sains (21%) (142). Les mycoplasmes ne représentent pas une

problématique majeure chez le chat en dehors de I’hémobartonellose.

3.4 Données chez la chienne
3.4.1 Aspects cliniques

Les mycoplasmoses génitales de la chienne se présentent généralement sous la forme

d’une vaginite bactérienne avec des écoulements, ou bien sont associées a une métrite ou une
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salpingite. Les mycoplasmes sont isolés plus fréquemment chez des chiennes présentant ces
troubles que chez les chiennes apparemment en bonne santé (63,90,143). Cependant ces
observations correspondent souvent a des états de « vaginose chronique » lorsque la flore est
grandement modifiée. Ainsi cette plus grande charge en mycoplasmes et cette prévalence plus
¢levée pourrait étre une conséquence de la dysbiose vaginale plutdt que les marqueurs d’une
infection primaire a mycoplasme. De plus les cultures pures sont souvent obtenues lors
d’affection ne répondant pas a un premier traitement antibiotique (143). Ce traitement
antibiotique pourrait étre a 1’origine d’une sélection des mycoplasmes au détriment d’un
pathogéne primaire. Le r6le des mycoplasmes est également suspecté lors de pyométre (144)
sans que la causalité de I’affection leur soit clairement attribuée. Certains auteurs admettent
I’implication des mycoplasmes lors d’affections urogénitales chez la chienne (80,84),

cependant aucune preuve répondant au postulat de Koch n’a été apportée a ce jour.

3.4.2 Affections inapparentes

Les mycoplasmes génitaux sont le plus souvent recherchés lors d’antécédents d’infertilité
(non-conception, avortements, mortinatalité). Au CERREC et au CESACAH, les
mycoplasmes sont recherchés dans le cadre des suivis de chaleurs dés lors qu’ils sont
suspectés chez la chienne suivie. Un seuil de pathogénicité est fixé a 10* UFC/échantillon
pour la mise en place d’un traitement & base de josamycine 25mg/kg deux fois par jour par
voie orale pendant 3 semaines. Ce seuil repose sur les travaux de Martin (122), faisant suite a
Dumon et Mimouni (145). Martin a établi ce seuil en étudiant la prévalence et la charge en
mycoplasmes vaginaux chez deux groupes de 20 chiennes saines et présentant des troubles de
la reproduction. Bien que la différence de prévalence soit significative entre les deux groupes
(40% chez les chiennes saines, 80% dans le groupe présentant des troubles), I’étude de la
charge en mycoplasmes ne montre pas de réelle différence entre les deux groupes, sinon que
des titres plus élevés sont observés chez un petit nombre de chiennes du groupe presentant des
troubles de la reproduction. De plus le dénombrement réalisé ne prenait en compte que M.
canis.

Recemment le CERREC a modifié son protocole vis-a-vis des mycoplasmes canins. En
effet, le niveau de preuve en faveur de la pathogénicité des mycoplasmes est faible et ne
justifie plus la mise en place d’un traitement antibiotique sur la seule base de I’isolement de

mycoplasmes a partir d’écouvillon vaginaux de chienne présentant de 1’infertilité.
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Le role des mycoplasmes n’a jamais été étudié lors des phénomeénes de résorption
embryonnaire ou feetale. 1l serait intéressant d’étudier la différence de prévalence de ces

phénomeénes entre un groupe traité ou non contre les mycoplasmes.

3.5 Faut-il traiter ?
3.5.1 Interprétation des cultures

Comme nous ’avons vu précédemment, les mycoplasmes sont des bactéries
commensales du tractus génital de la chienne. lls appartiennent a une flore riche et un
équilibre dynamique existe entre les différentes espéces de cette flore et le systeme
immunitaire de I’hote.

L’isolement de mycoplasmes au niveau de la muqueuse vaginale ou sur les enveloppes
feetales d’un avorton qui se coloniserait lors de la mise-bas ne sont pas des arguments
suffisants pour leur attribuer la pathogénicité d’une quelconque affection de 1’appareil
reproducteur ou d’un avortement. Longtemps supposés stériles, 1’utérus et le foetus possedent
en réalité leur propre microbiote, méme si celui-ci est moins important qu’au niveau du vagin.
Des mycoplasmes ont été isolés au niveau de 1’utérus de chiennes saines (43) et leur ADN a
également été retrouvé au niveau de 1I’endométre toujours chez des chiennes saines (57). Les
prélevements utérins ne semblent donc pas suffisants pour affirmer ou écarter le role
pathogene des mycoplasmes. L’isolement de mycoplasmes au niveau des organes internes
d’un avorton pourrait étre un élément de suspicion important du réle de ces mycoplasmes
dans I’avortement. Il ne semble pas exister de données sur ce sujet.

Le dénombrement est rarement réalisé lors de la recherche de mycoplasmes. Il existe un
seuil de pathogénicité fixé par les travaux de Martin et repris par Dumon et Mimouni a 10°
UFC/ml a partir de prélévements vaginaux. En dessous de 10* UFC/ml, les mycoplasmes ne
seraient pas a I’origine d’affections et entre ces deux seuils, le réle des mycoplasmes peut étre
fortement suspecté (122,145). Cependant ces résultats n’ont été publiés que pour la these de
Martin et les conclusions peuvent étre critiquées. En effet ces résultats portent sur un petit
nombre d’individus et le seuil de suspicion est dépassé chez 50% des chiennes saines. De plus
le seuil de « certitude » n’est atteint que pour 9% des chiennes présentant un trouble de la
reproduction. Il n’existe a ce jour pas d’autre études portant sur la charge en mycoplasmes
chez des groupes de chiennes présentant des troubles de la reproduction.

D’aprés certains auteurs, ce seuil de 108 UFC/ml justifie la mise en place d’un

traitement quel que soit le germe en cause et ce, méme en I’absence de signe clinique (48).
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Dans un contexte de réduction de I’usage des antibiotiques, de telles pratiques semblent
dangereuses.

La présence de mycoplasmes en culture pure serait également significative (146). Il est
donc important d’associer une bactériologie classique pour écarter le réle d’un autre
pathogéne. Cependant nous avons vu que de nombreuses cultures pures étaient obtenues chez

des chiennes saines, rendant I’interprétation des résultats difficile.

3.5.2 Pratique actuelle

Depuis les travaux de Martin, le CERREC mettait en place un traitement avec de la
josamycine a la dose de 25mg/kg deux fois par jour par voie orale pendant 3 semaines. Cette
pratique a récemment été remise en cause en 1’absence d’études permettant de prouver
I’efficacité d’un tel traitement.

D’aprés des discussions informelles avec de nombreux vétérinaires, le traitement
d’épreuve semble souvent réalisé par les praticiens, avec ou sans culture et encore plus
rarement avec un dénombrement.

Les éleveurs sont également trés souvent demandeurs de traitements antibiotiques
systématiques sur leurs chiennes au moment de la saillie ou de I’insémination. Ces pratiques
sont souvent réalisées apres avoir rencontré une situation d’infertilité. Les médicaments sont
souvent achetés a I’étranger via internet.

Les élevages canins se professionnalisent de plus en plus et les vétérinaires ont un réle
a jouer dans le diagnostic et la prise en charge raisonnée de I’infertilité. Les bilans sanitaires
sont des occasions importantes pour discuter des bonnes pratiques d’élevages et la remise en
cause celles qui sont infondeées.

Il n’existe a ce jour aucune étude recensant et évaluant les usages des éleveurs et
praticiens face aux mycoplasmes génitaux. Dans un contexte de réduction de 1’usage des
antibiotiques, un tel travail permettrait d’identifier les comportements a risque mais également
d’évaluer I’intérét d’un traitement des mycoplasmes lorsqu’ils sont suspectés. La suspicion du

role pathogéne des mycoplasmes pourrait ainsi étre renforcée ou bien remise en cause.
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3.6 Arsenal thérapeutique
3.6.1 Choix de I’antibiotique

L’absence de paroi permet aux mycoplasmes d’étre résistants aux molécules agissant
sur la synthese de la paroi : ainsi les bétalactamines et polypeptides sont inefficaces. De plus
les capacités de biosynthese des mycoplasmes sont extrémement limitées et donc 1’absence de
certaines enzymes les rends insensibles a d’autres molécules : 1’absence de métabolisme de
I’acide folique rend les sulfamides et le triméthoprime inefficaces, 1’abondance de lipides
membranaires neutres est a I’origine d’une insensibilité a la polymyxine et une particularité
de leur ARN polymérase les rend insensible a la rifampincine (147). Certaines quinolones de
premiére et de deuxiéme génération sont également inutiles (148).

Les macrolides sont une des familles de choix pour traites les mycoplasmoses. Ils
inhibent la synthese protéique en se liant & I’ARNr 23S. Cependant il n’existe pas d’AMM
pour ces molécules chez le chien. La josamycine et la tylosine sont particulierement efficaces.
M. canis présente une résistance a 1’érythromycine (149) . La tulathromycine et la
gamithromycine sont utilisées pour les mycoplasmoses respiratoires chez les ruminants
(150), la sensibilité des mycoplasmes canins n’a pas été étudiée pour ces molécules.

Les tétracyclines inhibent également la synthése des protéines en se liant sur I’ARNr
16S. Elles sont efficaces sur les mycoplasmes canins (149).

Ces deux familles de molécules sont bactériostatiques.

Les fluoroquinolones sont les seules molécules bactéricides disponibles. Elles
induisent des dommages a I’ADN en se fixant sur les topoisomérases. Elles peuvent se lier
directement au brins d’ADN et finissent par induire une mort cellulaire (150). Certains
mycoplasmes sont résistants aux fluoroquinolones (151). Leur utilisation doit étre réservée
aux cas les plus graves.

La spectinomycine et les phénicolés ont été utilisés mais leur efficacité n’est pas
prouvée (148,150). La peptide deformylase présente des perspectives intéressantes pour le
traitement des mycoplasmoses humaines mais n’est pas encore utilisée en médecine

vetérinaire (152,153).

Le choix de I’antibiotique dépend du contexte d’utilisation. Dans le cadre des troubles
de la reproduction, le traitement est le plus souvent mis en place au moment de la
saillie/insémination ou pendant la gestation. Ainsi la molécule utilisée doit étre exempte
d’effet tératogeéne ou embryotoxique. Les fluoroquinolones sont a I’origine de troubles du

développement des cartilages et des ligaments alors que les tétracyclines sont responsables
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d’agénésie dentaire ou de défaut d’ossification chez les nouveau nés (154). Les macrolides
(josamycine et tylosine) semblent donc étre les molécules de choix pour les mycoplasmoses
urogénitales dans un contexte d’infertilité. Cependant ces molécules ne possédant pas
d’AMM chez le chien il convient de les utiliser avec prudence en prenant en compte la

balance bénéfice/risque du traitement.

3.6.2 Mycoplasmes et antibiorésistance

3.6.2.1 Contexte et enjeux

Les problématiques d’antibiorésistance se font grandissantes pour de nombreuses
bactéries a travers le monde, d’autant plus que la découverte de nouvelles molécules ou
familles de molécules antibiotiques ne suit pas le rythme d’apparition de ces résistances. A
I’échelle nationale le plan EcoAntibio vise a faire baisser la pression de selection de ces
résistances en limitant I’'usage des antibiotiques.

Les mycoplasmes n’échappent pas a cette problématique. En effet leur génome
simplifié s’accompagne d’un systéme de réparation de I’ADN peu performant (107) et donc
d’une hypervariabilité génétique importante. Ce taux de mutation élevé, ainsi que des points
chauds de mutation dans des zones de leur ADN associé a des résistances aux antibiotiques,
rendent propice 1’apparition rapide d’antibiorésistances chez les mycoplasmes.

En effet M. bovis présente déja de nombreuses résistances acquises par exemple a la
tétracycline, a la clindamycine, a I’azithromycine et a I’érythromycine (155). Sa sensibilité a
d’autres molécules évolue également puisqu’il a ét¢ montré que sa résistance aux
tétracyclines, a la tylosine et a la tilmicosine augmentait (156).

Chez I’homme ces résistances sont également en augmentation partout dans le monde.
Au Japon et en Nouvelle-Zélande, M.genitalium présente de plus en plus de résistances aux
macrolides et aux fluoroquinolones (157,158). Le méme phénomene est observé en Chine
avec M.hominis (159). Aux Etats-Unis, plus d’un tiers des mycoplasmes isolés chez des
femmes présentant des infections urinaires sont résistants a la tétracycline (160). Des niveaux
de résistances encore plus inquiétants sont observés dans certaines région comme 1’ Afrique du
Sud (161).

Les mycoplasmes canins ont été assez peu étudiés et il n’existe pas de données sur les
phénomenes de résistances aux antibiotiques chez ces especes. Cependant, il apparait
vraisemblable que les mécanismes d’antibiorésistance soient similaires a ceux qui sont

observés chez les autres mycoplasmes.
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3.6.2.2 Les différents mécanismes de résistances

Le principal mécanisme d’antibiorésistance chez les mycoplasmes repose sur une
modification de la cible des antibiotiques. Les principaux mécanismes de résistances sont

résumés dans la figure 10.

Resistance phénotypique Resistance génétique

Changements Résistance intrinseque ou Résistances acquises:
environnementaux résistome : * Mutations

Géne du métabolisme * Transferts horizontaux

Changements de
physiologie:

* Biofilms
* Swarming
* Formesde
persistances

Modification/protection de la
cible de I'antibiotique
Imperméabilité membranaire

¢ Efflux
Inactivation de l'antibiotique

N

Observations de résistances aux antibiotiques

Figure 10 Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques (source Khalil (2017) (150))

3.6.2.3 Résistances aux tétracyclines

La résistance aux tétracyclines fait intervenir deux mécanismes : la modification de la
cible, I’ARNr 16S et la protection de cet ARNr 16S par la protéine de résistance aux
tétracycline (Tet(M)), dont le géne proviendrait d’un transposon appartenant a un
streptocoque (115,150). On peut retrouver ces deux mécanismes chez une méme espece de
mycoplasme. Se pose alors la question du transfert horizontal de genes chez les mycoplasmes
qui pourrait étre a 1’origine de 1’apparition rapide de résistance.

L’observation de résistances aux tétracyclines n’est pas récente et remonte a plusieurs
décennies (162). Cependant comme pour la plupart des bactéries, I’observation de ces

phénomenes s’accélere et réduit progressivement le panel des molécules disponibles.

3.6.2.4 Résistances aux macrolides et molécules associées

M. canis présente une résistance intrinséque a 1’érythromycine : le mécanisme repose
sur une mutation atypique de I’ARNTr 23S.
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Chez les autres mycoplasmes les mécanismes de résistance reposent sur la
modification des domaines II et V de I’ARNr 23S ainsi que des protéines ribosomiques (L4 et
L22) par mutation (148,150,163,164). D’autres mécanismes comme un efflux de macrolides,
sont aujourd’hui suspectés mais non prouveés chez les uréaplasmes et M.pneumoniae
(164,165).

Les mutations a I’origine des modifications de I’ARNT 23S sont connues et permettent

de prévoir a quelles molécules les mycoplasmes seront résistants (148).

3.6.2.5 Resistances aux fluoroquinolones

Les résistances aux fluoroquinolones reposent sur des modifications de la
topoisomérase 1V ainsi que des mutations des génes codant pour I’ADN-gyrase (séquences
gyrA, gyrB, gyrC et gyrE) (166). Il existe un effet cumulatif de ces différentes mutations qui
augmente progressivement le niveau de résistance a ces molécules et que I’on retrouve plus
fréguemment chez les uréaplasmes (166-169).

Un mécanisme d’efflux existe chez M. hominis (164) et est suspecté chez d’autres
espéces comme M. bovis (150).

La résistance aux fluoroguinolones est moins importante que pour les autres familles
de molécules. La plupart des fluoroquinolones restent efficaces la ou les macrolides ont perdu
leur pouvoir bactériostatique (155) . Au cours des 30 derniéres années, 1’augmentation des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) est modérée chez M. bovis comparée aux autres
familles d’antibiotiques (170). Méme si la tendance générale est a ’accélération des
résistances, le seuil de résistances aux fluoroquinolones reste aujourd’hui en deg¢a d’un seuil
faible. Cela pourrait s’expliquer par les mécanismes d’efflux, moins efficaces que d’autres
mécanismes de résistance, ou bien a mettre en rapport avec le caractere bactéricide de ces

molécules.

3.6.2.6 Cas des mycoplasmes génitaux canins

Les mécanismes d’antibiorésistances chez les mycoplasmes présents au niveau de la
sphére urogénitale de la chienne n’ont pas été étudiés. Néanmoins il parait raisonnable de
supposer que les mémes mécanismes entrent en jeu chez ces especes.

Les mycoplasmes canins ne représentant pas un enjeu aussi important que certains
mycoplasmes respiratoires ou génitaux chez I’homme ou la vache, comme M.genitalium,
M.bovis ou des uréaplasmes, il est fort probable qu’ils n’aient pas été soumis a une pression

de sélection par des antibiotiques aussi importante. La prévalence des résistances est donc
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potentiellement moins importante chez M.canis et les autres especes de mycoplasmes
génitaux de la chienne.

Cependant certains éleveurs ont I’habitude de traiter avant 1‘insémination et la mise
bas de fagon systématique pour prévenir certaines infections. De plus, la mise en évidence de
mycoplasmes génitaux, qui n’est pas associée a une charge bactérienne importante ou a des
signes cliniques, est souvent traité a 1’aide d’antibiotiques par habitude, selon un principe de
précaution (145). Ces habitudes, remises en cause aujourd’hui, ont pu participer a une
sélection de résistances chez les mycoplasmes.

Une étude des habitudes des éleveurs et des véetérinaires confrontés a la découverte de
mycoplasmes, et de la prévalence de résistances chez ces différentes souches permettrait de

poser un constat clair sur la situation actuelle.
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Conclusion de I’étude bibliographique

L’analyse de la littérature montre que le microbiote vaginal de la chienne est riche. De
nombreuses variations individuelles existent et les différentes méthodes utilisées ne
permettent pas d’établir une description précise d’un microbiote vaginal « normal ». Une
approche fonctionnelle, permettant de désigner un microbiote comme sain en 1’absences de
signes cliniques et permettant des fonctions reproductives normales, semble plus appropriée.

De nombreuses bactéries appartenant au microbiote vaginal de la chienne sont des
pathogeénes opportunistes et rendent difficile le diagnostic lors d’affection génitale et
d’infertilité. L’ infertilité d’origine bactérienne doit étre envisagée dans une approche globale
des troubles de la reproduction et les facteurs de risques doivent étre systématiquement
identifiés.

Les mycoplasmes appartiennent au microbiote vaginal de la chienne. Ces bactéries
atypiques, appartenant a la classe des Mollicutes se caractérisent par leur petite taille,
I’absence de paroi et un génome minimaliste. Ces particularités les rendent dépendantes d’un
hote. Les mycoplasmes possedent également de nombreuses propriétés, nécessaires a leur
mode de vie parasite, constituant leur pouvoir pathogéne : adhésion, fusion, invasion,
modulation de I’immunité et grande variabilité antigénique.

Leur role pathogene est connu chez d’autres especes mais n’a jamais été confirmé
chez la chienne. L’étude de la littérature permet tout de méme une forte suspicion des effets
déléteres qu’ils peuvent provoquer, les mycoplasmoses génitales étant fréquentes lors
d’affections de 1’appareil reproducteur.

Bien qu’aucune preuve formelle n’existe, les mycoplasmes sont tout de méme inclus
dans la démarche diagnostique de I’infertilité chez la chienne. Leur simple isolement motive
souvent la mise en place d’un traitement antibiotique, indépendamment d’une évaluation
quantitative pourtant indispensable puisqu’il s’agit d’organismes commensaux.

Il apparait donc nécessaire de rechercher des données qui pourraient étre en faveur ou
non du réle pathogéne des mycoplasmes, et d’évaluer 1’intérét des pratiques thérapeutiques

actuelles, ce qui n’a pas encore été réalisé a notre connaissance.
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Deuxieme partie : Etude expérimentale des effets des
mycoplasmes vaginaux sur la prolificité et la croissance des
chiots dans une population de chiennes reproductrices
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Les mycoplasmes canins et leur impact sur la fonction de reproduction ont été peu
étudiés. Le role pathogéne est mal connu et ne fait pas consensus. Pourtant ils sont
régulierement a ’origine d’un traitement antibiotique. La mise en place de ce traitement est
aujourd’hui remise en cause, faute de données scientifiques claires. Le manque de moyen
diagnostiques fiables pour établir le role des mycoplasmes rend indispensable 1’évaluation de
I’utilité¢ d’un tel traitement. En effet I’augmentation des antibiorésistances impose la plus
grande prudence et de la parcimonie dans I’usage des antibiotiques et des traitements basés
sur des études de suspicions ne sont plus éthiqguement acceptables.

Une population de chiennes suivies par le CESECAH a fait I’objet de prélévements
vaginaux. Dans cette partie nous présenterons les résultats des cultures de mycoplasmes et des
cultures bactériologiques réalisées a partir de ces prélevements.

1 Matériels et méthode

1.1 Animaux et prelevements

Les données ont été collectées par le Docteur Bonte au CESECAH entre Janvier 2019
et Janvier 2020. Au total, 53 chiennes de races Golden retriever et Labrador faisant partie du
programme d’élevage de 1’ Association des chiens guide d’aveugles sont suivies par le centre
de reproduction. Au total ces chiennes ont mis bas 336 chiots dont les poids ont été
enregistrés a la naissance, a un jour et a une semaine.

Pour chaque chienne, un prélévement a été réalisé au moment de I’insémination. Les
préléevements sont réalisés au niveau du vagin antérieur a 1’aide d’un écouvillon stérile et
humidifié, protégé par une garde pour éviter toute contamination selon la méthode décrite
dans le paragraphe 1.1.2.1. Deux €écouvillons ont été réalisés pour chaque chienne, I'un pour
une culture et un dénombrement des mycoplasmes, 1’autre pour une bactériologie classique.

Toute les chiennes ont été inséminées in utero par guidage endoscopique par le méme
opérateur a I’aide, soit d’une semence fraiche soit d’une semence congelée.

Deux chiennes ont été exclues de I’étude : I’une pour absence de gestation (infertilité
attribuable au méle), I’autre en raison d’un avortement médical faisant suite de multiples
résorptions. A I’exception d’une chienne confirmée gestante apres une seconde tentative

d’insémination, toutes les chiennes n’ont été inséminées qu’une seule fois.
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1.2 Analyses des prélevements

Les prélevements pour mycoplasmes sont placés dans un bouillon spécifique,
identique au milieu de culture, sous couvert de froid pour le transport.
Le prélevement pour la culture bactériologique classique est envoyé simultanément dans

la gaine de 1’écouvillon prévu a cet effet.

1.2.1 Isolement et dénombrement des mycoplasmes

Les analyses de mycoplasmes sont réalisées par ’'UMR Mycoplasmose des ruminants
a VetAgro Sup. Le bouillon de culture utilisé est spécifique a la culture des mycoplasmes, il
est fourni par Indicia Biotechnologies et contient des inhibiteurs fongiques et bactériens.

Six dilutions sont réalisées (10 a 10°®) a partir de I’échantillon initial puis mises a
incuber a 37°C sous une atmospheére a 5% de CO>. L’incubation dure 3 a 4 jours jusqu’a
I’apparition d’une turbidité. La validation de la présence de mycoplasmes est réalisée avec la
mise en culture des bouillons suivant : le dernier et I’avant dernier bouillon présentant une
turbidité ainsi que le premier ne présentant pas de turbidité. Le milieu de culture utilisé est
également spécifique pour la culture de mycoplasmes et est fourni par Indicia
Biotechnologies. L’observation des colonies a I’aspect typique d’« ceuf au plat » valide la
présence de mycoplasmes. L’identification de 1’espéce n’est pas réalisée pour le diagnostic.

Cette méthode permet d’obtenir une appréciation semi quantitative de la charge en
mycoplasmes. En suivant les travaux d’O.Martin (122), une culture est positive si les dilutions

supérieures a 10 permettent d’obtenir une culture de mycoplasmes.
1.2.2 Bactériologie classique

La culture et I’identification sont réalisée par le Laboratoire des Leptospires et
Analyses vétérinaires (LAV, anciennement LVVD69) situé sur le campus de Veétérinaire de
VetAgro Sup.

Pour la culture et I’identification, deux milieux, fournis par BIOMERIEUX sont
utilisés : une gélose Columbia supplémentée de 5% de sang (« COS ») et une gélose identique
a laquelle ont été ajoutées de I’acide nalidixique et de la colisitine (molécules inhibant les
bactéries a Gram négatif et rendant le milieu spécifique des bactéries a Gram positif)

(« ANC »). La moitié de chaque gélose est ensemencée a 1’aide de 1’écouvillon vaginal,
I’étalement sur la deuxiéme moitié des géloses est réalisé a I’aide d’une anse stérile. Les
milieux ensemences sont incubés 18 a 24 heures a 37°C sous une atmospheére a 5% de COa.

En I’absence de pousse les géloses sont incubées 24 heures supplémentaires. En cas de culture
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microbienne pure, des tests d’orientation sont réalisé€s (coloration de Gram, catalase ou
oxydase). L’identification est ensuite réalisée par des tests biochimiques a 1’aide de galeries
d’identifications (BIOMERIEUX : API 20E ou API 20NE ou API STAPH ou API STREPTO
ou API Coryne). Le laboratoire propose le séquencage des souches isolées ainsi que la

réalisation d’antibiogramme qui n’ont pas €té réalisés dans le cadre de cette étude.

1.3 Traitement

La répartition entre chiennes traitées et non traitées a été réalisée selon 1’ordre
chronologique d’apparition des chaleurs. La premiere moitié des individus arrivés en chaleurs
ont éte destinés a recevoir un traitement, les individus restant ne regoivent pas de traitement.

Pour les chiennes rentrant de la catégorie traitée, le traitement varie en fonction des
résultats des cultures. En cas de culture des mycoplasmes positives et de culture
bactériologique pure, les chiennes recoivent un traitement par voie orale pendant 3 semaines a
base d’amoxicilline a la dose de 12.5 mg/kg deux fois par jour et de josamycine a la dose de
25 mg/kg deux fois par jour. Si seule la culture des mycoplasmes est positive, alors les
chiennes n’ont regu que la josamycine. Inversement, si la culture des mycoplasmes est
négative mais qu’une culture pure en bactériologie classique est obtenue, les chiennes
recoivent uniquement le traitement a base d’amoxicilline.

En cas de cultures négatives pour les mycoplasmes et de culture mixte en
bactériologie, les chiennes basculent dans la catégorie non traitée.

Les chiennes de la catégorie non traitée n’ont regu aucun traitement quels que soient

les résultats des cultures de mycoplasmes et bactériologie classique.

1.4 Groupes, objectif et Analyse statistique

La population sera donc divisée en trois groupes : les chiennes négatives (Groupe Neg)
pour la recherche de mycoplasmes, les chiennes positives traitées (Groupe Pos_traitées) et les
chiennes positives non traitées (Groupe Pos_non_traitées). Le but de cette division est
d’identifier un potentiel effet des mycoplasmes sur différents parametres de la reproduction et
d’évaluer I’intérét d’un traitement chez les chiennes positives.

Il est également possible de subdiviser les groupes en fonction des résultats de la
bactériologie pour évaluer I’influence d’autres micro-organismes et mettre en perspective les
résultats basés sur la seule analyse des mycoplasmes. Par la suite nous désignerons chaque

sous-groupe par un numero comme indiqué dans le tableau 5.
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Bactériologie
Culture mixte Culture pure
Mycoplasmes
Non traitée I Il
Culture négative
Traitées Vil
Non traitées 1] v
Culture positive
Traitées \ VI

Tableau 5 Numéro attribué & chaque sous-groupe de la population d’étude en fonction des résultats des cultures
et de la mise en place d’un traitement

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel R (version 3.6.3) (171). Les
test statistiques ont été choisis apres veérification de la normalité des distributions
(appréciation visuelle grace aux interquartiles et grace au test de normalité de Shapiro-Wilk)
et de I’égalité des variances (test de Levene). La valeur seuil de p (p-value) au-dessous de

laquelle une différence sera considérée significative est fixée a 0.05.

Les différences globales de moyenne de chiots par chienne ou de gain de poids relatif des
chiots appartenant aux différents groupes et sous-groupes ont été comparé, soit a I’aide de
I’analyse des variances a un facteur (pour variances supposées non égale, test de Welch et son
extension, ANOVA et test de Student dans le cas de variances égales) si le theoreme de
I’approximation normale pouvait s’appliquer pour la distribution des valeurs, soit a I’aide du
test de la somme des rangs de Kruskal-Wallis dans le cas contraire. Lorsqu’une différence
globale a été mise en évidence, la méthode de Bonferroni-Holm a été utilisée pour mettre en
évidence une différence deux a deux.

Des regressions ont été realisees pour étudier les interactions entre les différents facteurs.
La prolificité est une variable de comptage (entier positif ne prenant que quelques valeurs) et
non une variable quantitative continue (suivant une distribution gaussienne). Une régression
de Poisson multivariée a donc été réalisée (plutdt qu’une régression linéaire) avec la
prolificité comme variable dépendante du résultat pour la recherche de Mycoplasmes, de la

bactériologie, du groupe de traitement et de la dilution. Les interactions ont été traitées deux a
76



deux et représentées graphiquement. Le gain de poids relatif est une variable quantitative
continue. Une régression linéaire a €té réalisée pour cette variable et les effets d’interaction

observeés graphiquement deux a deux de fagon similaire.

2 Résultats

2.1 Mycoplasmes et bactériologie

Une seule chienne ne présentait aucun mycoplasmes (dilution 0), la répartition de la
derniere dilution présentant une turbidité de chaque prélévement est représentée sur la figure
11.

Répartition des derniéres dilutions présentant une turbidité

0.4

Fréquence
0.2

0.1

Dilution

Figure 11 Histogramme de la répartition des derniéres dilutions présentant une turbidité. Le nombre x en
abscisse correspond a la dilution a 10™, le seuil de positivité d 'un échantillon est fixé a la dilution 10

Un seul échantillon s’est avére stérile a la bactériologie, différent de 1’échantillon
stérile a la culture de mycoplasmes. Les préléevements de 14 chiennes ont donné des cultures
pures et sont donc considérés positives a la bactériologie. Les bactéries isolées en cultures
pures sont, par ordre de prévalence décroissant : Pasteurella multocida (4), E.coli (3),
Streptococcus canis (2), des staphylocoques a coagulase positives (2), Streptococcus
dysgalactiae (2) et Gardnerella vaginalis (1). Ces bactéries appartiennent toute a la flore
commensale de la chienne et sont connues pour étre des pathogénes opportunistes. Aucune

des chiennes dont la bactériologie a permis d’isoler un germe en culture pure ne présentait de
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symptdmes de vaginites ou évocateurs d’autres affections génitales. Les cultures mixtes
comportaient toutes au moins trois germes en cultures.

Il n’y avait pas de chienne destinée a recevoir un traitement dont les prélévements
étaient négatifs pour la recherche de mycoplasme et ont abouti a une culture pure en
bactériologie. Le sous-groupe VII présente donc un effectif nul. Le reste des effectifs de

chaque sous-groupe est présenté dans le tableau.

Bactériologie

Culture mixte Culture pure Total
Mycoplasmes
- 9(I) 3 (1) 12 (Neg)
o 17
Non traitées 12 (1) 5(IV) o
N (Pos_non_traitées)
Traitées 16 (V) 6 (VI) 22 (Pos_traitées)
Total 37 14 51

Tableau 6 Effectifs des sous-groupes résumés en tableau 5

2.2 Fertilité

Toutes les chiennes de I’étude ont mené une gestation a terme. L’analyse de la fertilité
ne permet donc pas d’évaluer un potentiel role pathogéne des mycoplasmes ni I’effet du

traitement.

2.3 Prolificité

2.3.1 Etude statistique simple

Les chiennes de 1I’étude ont mis bas 336 chiots au total, soit une moyenne de 6.9 chiots par
chienne.

Les trois groupes de chiennes présentent des prolificités différentes. La plus importante se
retrouve chez le groupe Neg avec une moyenne de 7.7 chiots par chienne, les chiennes du
groupe Pos_traitées de 6.9 chiots par chienne et les chiennes du groupe Pos_non_traitées de
6.3 chiots par chiennes. La distribution du nombre de chiot par chienne et les diagrammes en
boites correspondant sont représentés dans la figure 12. Les différences de prolificité ne sont
pas significatives entre les trois groupes (Extension du test de Welch, p-value = 0.268).
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Figure 12 Distribution des chiots nés par chienne et diagramme en boite correspondant (De gauche a droite
sont représentés les groupes négatives, positives non traitées et positives traitées)

Lorsque I’on s’intéresse uniquement au résultat de la recherche de mycoplasmes on
observe une différence : 7.7 chiots par portée chez les chiennes négatives pour la recherche de
mycoplasmes et 6.7 pour les positives ; cette différence n’est pas significative (test de
Student, p-value = 0.279).

Il n’y a pas de différence si 1’on compare la prolificité des chiennes ayant ou non recu
de la josamycine (sans tenir compte du résultat de la culture des mycoplasmes). La moyenne
pour les individus traités est de 7.0 chiots/ chienne contre 6.9 pour les chiennes n’ayant pas
recu de traitement ; cette différence est non significative (test de Student, p-value=0.894).

La différence de prolificité entre les chiennes positives traitées (6.9 chiots) et les
chiennes positives non traitées (6.3 chiots) est faible. Le traitement ne semble pas avoir un
impact intéressant sur la prolificité (augmentation inférieure a un chiot par portée) en cas de
résultat positif pour les mycoplasmes. De plus cette différence n’est pas significative comme
vu avec la comparaison des moyennes de ces deux groupes et de celle du groupe des chiennes
négatives pour la recherche de mycoplasmes (extension du test de Welch, p-value=0.268).

En cas de culture bactériologique pure, la moyenne de chiots par portée est de 7.1, tandis
que les chiennes dont les prélévements ont donné des cultures mixtes ont en moyenne des
portées de 6.8 chiots. Cette différence n’est pas statistiquement significative (test de Student,
p-value=0.646).

L’analyse portant sur les groupes plus restreints intégrant les résultats de la bactériologie

et de la culture de mycoplasmes permet de révéler des différences significatives.
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Le tableau 7 resume les différentes moyennes de chiots par portée dans les différents
sous-groupes. On retrouve globalement les mémes différences que pour les groupes plus
larges : les chiennes négatives pour les mycoplasmes et la bactériologie ont la prolificité la
plus importante suivie par les chiennes traitées et les chiennes non traitées. Les différences
sont plus importantes que pour les comparaisons précedentes, avec des différences entre deux
groupes allant de 1 & 3 chiots par portée. Les effectifs étant trés faibles pour certains groupes
(inférieurs ou égaux a 5 pour les groupes II et IV), les tests statistiques ne peuvent s’appliquer
correctement a I’ensemble des groupes. Le résultat d’un test de la somme des rangs de
Kruskal-Wallis confirme 1’absence de différence non significative (p-value=0.08189). En
excluant les groupes Il et 1V (effectifs inférieur ou égal a 5 individus) on obtient une
différence globale significative entre les autres groupes (test de la somme des rangs de
Kruskal-Wallis, p-value=0.04416) cependant il n’existe pas de différences significatives entre

deux groupes.

Groupe I I Il v \Y VI
Moyenne de 8.4 5.3 6.1 6.8 6.4 8.3
chiots par [5-14] [3-7] [3-8] [5-9] [1-11] [4-11]
chiennes
[min-max]

Tableau 7 Moyenne des chiots par chienne (le détail des groupes est donné dans le tableau 5)

2.3.2 Réalisation d’un modéle statistique pour I’étude des
interactions entre variables

Pour étudier les effets des différents prédicteurs sur la prolificite, les variables
(mycoplasmes, bactériologie, traitement et résultat de la dilution) ont été intégrées dans un
modele de Poisson, adapté lorsque la variable a analyser résulte d’un processus de comptage
comme dans le cas du nombre de chiots par portée. Aucune des variables n’influent
significativement sur la prolificité dans notre modéle car aucune des valeurs de p associées
aux différents prédicteurs simple n’est inférieure a 0.05. Le modeéle utilisé ne semble donc pas
pertinent pour conclure sur les effets des différentes variables mais il permet d’observer des
tendances et de les comparer aux résultats observés. Le résumeé statistique des différents
coefficients associés au modele est indiqué dans le tableau 8 ; et la tendance des effets des

prédicteurs est représentée graphiquement en figure 13.
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Coefficient | Ecart-type Valeurde z | Pr(|z|) (valeur
estimé de p)
Intercept 1.95920 0.19567 10.013 < 2x1071
Dilution 0.02569 0.06511 0.395 0.693
Bacteriologie 0.05226 0.11838 0.441 0.659
Traitement 0.10124 0.12606 0.803 0.422
Mycoplasmes | -0.27470 0.23727 -1.158 0.247

Tableau 8 Résumé des coefficients de la régression de Poisson sans termes d’interaction, réalisé a partir des
données de prolificité

Effet de la dilution Effet de la bactériologie
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Figure 13 Représentation graphique de [’effet des prédicteurs simples dans la régression de Poisson
réalisée sur la prolificté

Une fois intégres dans le modéle choisi, les predicteurs ont des effets cohérents avec
les résultats obtenus dans 1’¢tude statistique simple. Les effets du traitement et de la
bactériologie sont minimes (1’écart étant inférieur a un chiot par portée). La prédiction de

I’effet des mycoplasmes par le modele semble supérieure a 1’écart observé (écart de deux
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chiots par portée dans le modéle pour un écart observé d’un chiot). Cependant cet écart n’est
pas significatif, les intervalles de confiance se chevauchant tres largement. L’effet de la
dilution prévu dans le modéle semble négligeable. En effet le manque de valeurs dans les
dilutions faibles (faible charge en mycoplasmes) induit des intervalles de confiances rendant
toute interprétation impossible. Dans les valeurs de dilutions hautes, nous disposons de plus
de valeurs et le modéle semble plus fiable. La tendance semble étre inverse a 1’effet des
mycoplasmes catégorisé en positif et négatif a partir du seuil de la 4°™ dilution. Cet effet est
surprenant mais ne pose pas de probléme dans I’interprétation car aucuns des parameétres n’est
significatif. Cependant intégrer deux covariables (le résultat des mycoplasmes est directement
dépendant de la dilution) peut poser des problémes de multicolinéarité et aurait empéché toute
interprétation en cas de résultat significatif.

Pour étudier les effets d’interactions entre les différentes variables nous avons ajouté
un a un au modele les termes d’interactions entre les variables. En cas d’interaction
significative I’apport de ce terme au modele est testé par un ANOVA. Les interactions non

significatives ont tout de méme été representées pour observer des tendances générales.

L’ajout du terme d’interaction entre le résultat de la bactériologie et le traitement n’est
pas significatif (p-value=0.107). La représentation graphique des coefficients du modéle avec
cette interaction est montrée par la figure 14. Bien que non significative, il semble qu’une
interaction soit présente entre les deux variables. Le traitement n’engendrant aucune
amélioration de la prolificité dans le cas d’une culture mixte (bactériologie négative ou « - »),
alors que ce méme traitement semble augmenter la prolificité de plus de deux chiots en cas de
culture pure (bactériologie positive ou « + »), cependant les intervalles de confiance se
chevauchent. En cas de culture pure en bactériologie la mise en place d’un traitement

antibiotique pourrait avoir un intérét en termes de prolificite.
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Interaction Bacteriologie*traitement
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Figure 14 Représentation graphique de I'interaction entre le résultat de la bactériologie et la mise en place d'un
traitement dans une régression de Poisson

L’interaction entre la bactériologie et le la valeur de la dilution peut étre consideérée
comme faiblement significative (p-value = 0.0535). La valeur de p est trés proche du seuil de
significativité choisi dans notre travail. L apport de cette interaction au modele a tout de
méme été testé et le résultat de ’ANOV A montre que le modéele est plus pertinent en prenant
en compte ce terme d’interaction (p-value=0.0479). La représentation graphique des
coefficients du modéle avec cette interaction est montrée par la figure 15. L’interaction entre
la bactériologie et le résultat mycoplasme (directement dépendant de la dilution) semble plus
intéressante d’un point de vue statistique (p-value =0.0337), la valeur de p étant plus faible.
La réalisation d’un test ANOVA montre également une amélioration du modele lorsque ce
terme d’interaction est pris en compte (p-value =0.0272). Le graphique des coefficients du
modele en prenant en compte I’interaction entre la bactériologie et les mycoplasmes est
représenté en figure 16. Les deux interactions sont trés similaires. On observe une inversion
de tendance en fonction du résultat de la recherche de mycoplasmes. Pour de faibles charges
en mycoplasmes (faibles valeurs de la dilution ou mycoplasmes négatif « - »), il semblerait
que la bactériologie ait un effet sur la prolificité. En effet on observe une baisse importante
(plusieurs chiots de différence par portée) en cas de de culture bactériologique pure. En
revanche pour de fortes charges en mycoplasmes (dilution élevée ou mycoplasmes positif «
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+»), le résultat de la bactériologie n’ait pas d’effet, les prolificités n’étant pas différentes.
Les mycoplasmes viendraient ainsi balancer les effets néfastes d’une flore bactérienne
anormale (une culture pure étant considéré comme anormale) sur la prolificité. Cependant,
nous disposons de nombreuses observations pour de fortes charges en mycoplasmes mais peu
pour de faibles charges. Ainsi notre modele semble fiable pour les fortes charges en
mycoplasmes mais ne nous permet pas de conclure pour les faibles charge et le résultat
négatif en mycoplasmes. Cela est confirmé par des intervalles de confiances trés larges pour

les faibles charges en mycoplasmes.
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Interaction bactériologie * dilution

Bacterio = - Bacterio= +

Nombre de chiots nés

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Dilution

Figure 15 Représentation graphique de I'interaction entre le résultat de la bactériologie et la valeur de la
dilution dans une régression de Poisson
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Figure 16 Représentation graphique de I'interaction entre le résultat de la bactériologie et la recherche de
mycoplasmes dans une régression de Poisson



L’analyse de ’interaction entre le résultat des mycoplasmes et la dilution ne fait pas
sens car le premier est directement dépendant du second.

Dans notre étude les chiennes négatives pour la recherche de mycoplasmes (dilution
strictement inférieure a 4) ne sont pas traitées, nous ne disposons donc d’aucune observation
de chiennes négatives et traitées. Il n’est pas possible d’extrapoler des valeurs a 1’aide de
notre mode¢le a partir d’une variable qualitative («+ » OU «- »). Pour observer une interaction
entre le traitement et la charge en mycoplasmes nous devons donc utiliser la dilution, les
valeurs pour des chiennes traitées mais ayant de faibles charges en mycoplasmes sont
extrapolées a partir des observations des chiennes traitées et ayant de fortes charges en
mycoplasmes. Cette interaction n’est pas significative (p-value =0.574). La figure 17

représente le graphique de I’interaction entre le traitement et la valeur de la dilution.

Interaction dilution * traitement

Traitement = NT Traitement = T
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0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Dilution

Figure 17 Représentation graphique de I'interaction entre la dilution et la mise en place d'un traitement dans
une régression de Poisson

Dans le groupe non traité la charge en mycoplasmes ne semble avoir aucun effet sur la
prolificité, la droite de regression étant horizontale. Cependant la valeur observée pour les
chiennes négatives (et donc non traitées) était supérieure a celle pour les positives non traitées
(respectivement 7.7 et 6.3 chiots) bien que cette différence ne fat pas significative. Le modéle
ne semble pas représentatif pour ces catégories de chiennes. Dans le groupe des chiennes
traitées la droite de régression présente une légere pente ascendante. Les prolificités des

chiennes avec de fortes charges en mycoplasmes (mycoplasmes « + » ou dilution supérieure
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ou egale a 4) prévues par le modeéle sont similaires (avec ou sans traitement) de la méme
facon que les moyennes observées étaient proches entre les chiennes positives traitées et non
traitées (respectivement 6.3 et 6.9 chiots). On peut étudier les tendances de 1’effet du
traitement pour chaque valeur de la dilution. Trois droites sont représentées en pointillés sur
le graphique (respectivement violet, rouge et vert pour les dilutions 0, 4 et 5). On observe une
inversion de la pente entre la dilution 4 et 5. Cette observation semble aller dans le sens de
I’intérét du traitement a partir de la dilution 4 qui est par ailleurs le seuil de positivité retenu
pour les mycoplasmes. En revanche les pentes observées sont faibles, 1’effet suspecté n’est
pas significatif et on remarque également des intervalles de confiance aberrants (de 0 a 16
chiots) autour de la valeur prédite par le modéle pour les chiennes traitées avec de faibles
charges en mycoplasmes. Ce manque de précision empéche toute conclusion mais il
semblerait que, malgré I’observation de certaines tendances, la charge en mycoplasmes et le
traitement n’interagissent pas significativement I’un avec I’autre et méme que les

mycoplasmes ne semblent pas avoir un effet délétére significatif sur la prolificité.

La charge en mycoplasmes ainsi que la mise en place d’un traitement n’apportent donc
aucun bénéfice, les différences observées entre les groupes étant faibles et ne justifiant pas un
investissement de la part de I’éleveur pour rechercher et traiter les mycoplasmes. Notre
effectif est relativement faible et ne suffit pas & montrer une différence significative. A titre
d’exemple pour une différence de 2 chiots par portée, la réalisation d’un test de puissance
nous indique que les groupes devraient avoir un effectif de 30 chiennes pour qu’une
différence statistiquement significative puisse étre mise en évidence. La prise en compte de la
bactériologie permet de suspecter des différences plus importantes mais les effectifs des sous-
groupes sont encore plus réduits ; de la méme fagon un test de puissance indique qu’il faudrait
des effectifs supérieurs a 23 chiennes par groupe pour montrer 1’existence de différences
significatives entre les sous-groupes. L’étude des interactions n’est pas significative a
I’exception de celle de I’interaction entre les mycoplasmes et la bactériologie, les
désavantages (non significatifs) apportés par une forte charge en mycoplasmes et une flore
dominée par un germe (culture pure) semblent s’annuler. De plus, I’interactions entre la
dilution et le traitement indique une piste de réflexion intéressante sur le seuil de positivité

des mycoplasmes et la mise en place d’un traitement a partir de ce seuil.

87



2.4 Poids des chiots
2.4.1 Etude statistique simple

L’analyse du poids des chiots révele des différences significatives. Les moyennes et
les médianes du poids & une semaines ainsi que les gains de poids pondérés par le poids de
naissance sont résumes dans le tableau 9. Les poids des chiots a la naissance et a une semaine
sont représentés graphiquement dans la figure 18. Dans cette figure les chiots ont été répartis
selon les groupes initiaux (en fonction du résultat mycoplasmes et du traitement) pour le
graphique de gauche et selon les groupes restreints (en prenons également en compte la

bactériologie) pour le graphique de droite.

Total Négative (89 Positive traitée | Positive non
chiots) (147 chiots) traitée (100)
Naissance Moyenne 0.4498 0.4329 0.4524 0.4579
Médiane 0.4500 0.4400 0.4600 0.4550
Une semaine Moyenne 0.8277 0.7779 0.7999 0.9100
Médiane 0.8300 0.7850 0.7950 0.9250
Gain de poids | Moyenne 84% 78% 78% 98%
Médiane 85% 84% 7% 97%

Tableau 9 Moyennes et medianes du poids des chiots (kg) a la naissance et a une semaine. Le gain de poids est
indiqué en pourcentage

Les poids de naissances sont similaires entre les trois groupes. Les poids a une semaine
présentent des différences importantes. Graphiquement, on observe sur la figure 18 que le
poids des chiots a une semaine du groupe des chiennes Pos_non_traitées (en vert sur le
graphique de gauche) se détache des deux autres groupes. Le gain de poids est de 98% pour
les chiots de ce groupe alors que les deux autres groupes présentent un gain de poids de
seulement 78%. Cette différence est significative (ANOVA, p-value =2.81x10%). Cette
différence est également significative deux a deux entre le groupe positives non traitees et le
groupe négatives et positives traitées (méthode de Bonferroni-Holm, respectivement p-
value=7.6x10® et p-value= 1.6x10%?).

L’analyse des groupes plus restreint donne des résultats similaires. On observe sur la
figure 18 (graphique de droite) : les poids de naissances sont similaires et les poids des chiots
a une semaine montre deux tendances. Les groupes II, III et IV (groupes n’ayant re¢u aucun
traitement et ayant une culture pure en bactériologie et/ou une culture de mycoplasmes
positives) présentent des gains de poids supérieur (respectivement 98%,98% et 100%) aux
groupes I, V et V (groupes ayant recu un traitement ou n’ayant que des résultats négatifs en

bactériologie et mycoplasmes) dont les chiots ont des croissances inférieures a 81%. Cette
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différence globale est également significative (Kruskal-Wallis, p-value=3.086x104). Les
effectifs étant faibles pour plusieurs des groupes restreints, ces résultats doivent étre

interprétés avec précaution.
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Figure 18 Représentation graphique des poids a la naissance et a une semaine des chiots (& gauche les groupes
selon le résultat mycoplasmes et le traitement, & droite les sous-groupes prenant en compte le résultat de la
bactériologie)

La comparaison des chiennes traitées ou non (sans prendre en compte les résultats des
cultures) donne des résultats similaires. Les poids de naissances sont égaux (450g pour les
deux groupes). Les gains de poids sont différents : prise de poids de 77% en une semaine pour
les chiots issus de meres traitées contre 89% pour les chiots issus de meres non traitées (test
de Student, p-value=9.792x10%). Cette différence est moindre que les différences observées
entre les chiennes positives mycoplasmes et non traitées et les deux autres groupes (négatives

et positives traitées).

Indépendamment de la mise en place d’un traitement, il existe une différence significative
(test de Student, p-value = 0.012) entre les gains de poids des chiots issus de méres positives
pour les mycoplasmes et ceux issus de meres négatives, respectivement 86 et 78%. A

I’inverse la différence entre les chiots issus de mére dont les cultures bactériologiques pures et
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celles dont les cultures étaient mixtes n’est pas significative (test de Student, p-value= 0.114),

les gains de poids étaient respectivement de 87 et 83%.

On remarque donc que les chiots issus de chiennes présentant des cultures
bactériologiques et/ou des recherches de mycoplasmes positives (qu’on peut donc supposer
comme ayant des flores vaginales plus riche quantitativement) présentent des croissances plus
importantes de I’ordre de 5 a 10%. De plus la mise en place d’un traitement semble diminuer
le gain de poids des chiots lors de leur premiere semaine (de I’ordre de 10%) et ce de fagon
significative. L analyse des différents groupes répartis selon ces trois criteres montrent des
différences significatives encore plus importante, de I’ordre de 20%. La mise en place d’un
traitement semble donc interagir avec les résultats de la bactériologie et de la recherche de

mycoplasmes. Nous allons étudier ces interactions a 1’aide d’un modéle statistique.

2.4.2 Réalisation d’un modele statistique pour I’étude des
interactions entre variables

Le gain de poids pondéré par le poids de naissance est une variable quantitative
continue. Nous avons donc réalisé une régression linéaire sur le gain poids des chiots. Le
résumé des coefficients est présenté dans le tableau 8. Deux variables apparaissent comme
significativement associées au gain de poids : la mise en place d’un traitement et le résultat de
la recherche de mycoplasmes. Cependant le but de cette régression n’est pas de construire un
modele pour prédire des valeurs. Ne garder que ces deux variables dans notre modele ne
permet pas d’étudier d’interactions (et n’améliore pas significativement notre modele,
ANOVA, p-value=0.385), car la mise en place d’un traitement est directement dépendante du
résultat des mycoplasmes. Comme pour I’analyse de de la prolificité nous garderons toutes les
variables dans notre modele et étudierons les tendances lorsque les interactions ne sont pas
significatives. Les effets des variables prévus par le modéle sont représentés graphiquement

en figure 19.
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Coefficient Ecart-type Valeur de z Pr(|z|) (valeur de
estimé p)
Intercept 0.81935 0.04716 17.372 < 2x10716
Dilution -0.01760 0.01607 -1.095 0.274
Bactériologie 0.02944 0.02933 1.004 0.316
Traitement -0.20530 0.02975 -6.901 2.75x10°
Mycoplasmes 0.25221 0.05783 4.361 1.74x10°

Tableau 10 Résumé des coefficients de la régression linéaire sans terme d’interaction réalisée sur le gain de

poids relatif des chiots a une semaine
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Figure 19 Représentation graphique de l’effet des prédicteurs simple dans la régression linéaire réalisée sur le
gain de poid relatif des chiots

Les effets des prédicteurs prévus par le modele sont cohérents avec les valeurs

observées. Les effets prévus du traitement et des mycoplasmes semblent toutefois majorés

dans notre modele avec des différences de 1’ordre de 20% alors que les €carts observés étaient

plus proches de 10%. L’effet de la bactériologie prévu montre une tendance identique aux

valeurs observées. A I’instar de la régression de Poisson sur la prolificité, les effets prévus de

la dilution sont inverses a I’effet du résultat des mycoplasmes. Toutefois la tendance selon la

dilution prévue par le modele est faible (diminution du gain de poids de 10% de la dilution 0 a

la dilution 6) et n’est pas significative.
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L’interaction entre le résultat de la bactériologie et la mise en place d’un traitement est
significative (p-value= 0.002108). L’interaction de la bactériologie et du traitement est
représentée graphiquement en figure 20. Les intervalles de confiances ne se chevauchent pas
et permettent d’observer les effets contradictoires du résultat de la bactériologie en fonction
du traitement. Parmi les chiennes ne recevant pas de traitement, une culture pure en
bactériologie est associée a une meilleure prise de poids des chiots. En revanche dans le
groupe traitée, I’effet ne semble pas important et tend a étre inverse. Il est possible d’analyser
ce graphique d’une autre fagon (pointillé rouge). Si I’on considére les chiennes avec des
cultures mixtes en bactériologie (« - »), I’ajout du traitement a un effet délétere sur la prise de
poids. Pour ces chiennes le traitement ne contient que de la josamycine. Cet effet délétere du
traitement est également présent et semble plus important (pente plus marquée) pour le
groupe de chiots issus de chiennes dont les cultures bactériologies étaient pures (« + »), ces
chiennes ayant recu une double antibiothérapie (josamycine et amoxicilline).

La bactériologie n’influe pas significativement sur le gain de poids de chiots mais elle
interagit avec le traitement. En effet, une culture pure en bactériologie est associée chez les
chiennes traitées a I’ajout d’une molécule antibiotique par rapport aux chiennes traitées dont
la culture bactériologique est mixte. La mise est place d’un traitement antibiotique est donc
associée a un effet délétére sur I’indicateur de bonne santé des chiots qu’est la prise de poids.
Or ces résultats laissent supposer que cet effet délétere semble renforcé par I’utilisation de
plusieurs molécules antibiotiques : dans notre études les chiennes traitées et négatives pour la
bactériologie sont positives pour les mycoplasmes et ont donc recu de la josammycine, les
chiennes traitées et positives pour la bactériologie étaient également positives pour les
mycoplasmes et ont donc regu josamycine et amoxicilline. La pente entre ces deux groupes

est descendante sur la partie droite du graphique.
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Interaction bactériologie * traitement
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Figure 20 Représentation graphique de ’interaction en la bactériologie et la mise en place d’un traitement dans
la régression linéaire réalisee sur le gain de poids relatif des chiots

Les interactions entre la bactériologie et la charge en mycoplasmes sous la forme de la
dilution ou du résultat positif qualitatif ont été testées en paralléle. Les deux interactions sont
significatives (respectivement p-value= 0.003619 et 0.000503) et sont représentées en figure
21 et 22. Les tendances observées sont similaires pour les deux interactions. En cas de culture
mixte en bactériologie, I’augmentation de la charge en mycoplasmes est associée a une
augmentation du gain de poids des chiots. Cette augmentation semble significative lorsque
I’on considére le résultat qualitatif au lieu de la dilution. En cas de culture bactériologique
pure, le résultat mycoplasmes semble peu influer sur le gain de poids, la tendance étant plus a
une baisse de ce gain de poids. Ces graphiques laissent donc supposer que ces les effets
bénéfiques sur le gain de poids d’une forte charge en mycoplasmes et d’une culture pure en

bactériologique ne sont pas supérieurs a 1’addition de chacun des effets isolés.
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Interaction bactériologie * dilution
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Figure 21 Représentation graphique de l’interaction en la bactériologie et la dilution dans la régression linéaire
réalisée sur le gain de poids relatif des chiots
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Figure 22 Représentation graphique de l’interaction en la bactériologie et le résultat mycoplasme dans la
régression linéaire réalisée sur le gain de poids relatif des chiots
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L’interaction entre le résultat mycoplasmes et le traitement ne peut pas €tre testée par
notre modéle car les deux variables sont codépendantes ; notre modéle ne permet pas de
prévoir de valeur pour des chiennes négatives mycoplasmes et traitées. Nous avons donc
représenté 1’interaction entre la dilution et le traitement. En effet la dilution étant une variable
quantitative notre modele permet d’extrapoler des valeurs pour des chiennes avec de faibles
charges en mycoplasmes et traitées, a partir des valeurs des chiennes traitées avec de fortes
charges en mycoplasmes.

L’interaction entre la dilution et le traitement n’est pas significative (p-value = 0.9636)
et est négligeable (coefficient estimé inférieur a 0.001). L’interaction est représentée
graphiquement sur la figure 23. Les deux droites sont paralléles et montrent bien une absence

d’interaction.

Interaction dilution * traitement
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Figure 23 Représentation graphique de l'interaction en la dilution et la mise en place d’un traitement dans la
régression linéaire réalisée sur le gain de poids relatif des chiots

La charge en mycoplasmes, le statut bactériologique et la mise en place d’un
traitement antibiotique influent sur la croissance des chiots durant leur premiére semaine de
vie. Les chiots associés a des microbiotes vaginaux riches (cultures positives) présentent des
croissances plus importantes. Les mycoplasmes et le résultat de la bactériologie interagissent
et les bénéfices pour la croissance des chiots ne sont pas additifs. La mise en place d’un
traitement antibiotique est délétére pour la croissance des chiots. L’ajout de plusieurs

molécules semble accentuer cet effet délétere.
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2.5 Mortinatalité

La mortinatalité est faible dans chacun des groupes. Elle est de 5% pour les groupes
négatives et positives non traitées et de 3% pour le groupe positives traitées. Cette différence

n’est pas significative.

3 Discussion

3.1 Protocole utilisé

Les données ont été fournies par le docteur Bonte et le CESECAH. Les manipulations
ont toutes été réalisées par le méme manipulateur permettant d’éliminer les biais dans la
collecte des échantillons et dans les inséminations des chiennes.

Les cultures de mycoplasmes ont été réalisée par I'UMR Mycoplasmose des ruminants
a VetAgro Sup qui est un laboratoire de référence en mycoplasmologie animale. Cependant
les résultats fournis nous donnent une estimation semi-quantitative de la charge en
mycoplasmes. Le seuil de pathogénicité, fixé a I’observation d’une turbidité a la dilution 104,
repose sur les conclusions d’O.Martin (122). Pendant de nombreuses années, ces conclusions
ont justifié la mise en place d’un traitement a la josamycine chez les chiennes présentées au
CERREC pour des troubles de la fertilité chez qui les mycoplasmes étaient isolés. Cependant
ces pratiques ont été récemment remises en question devant le faible niveau de preuve de
I’efficacité du traitement. Dans la régression de Poisson réalisée sur la prolificité, I’interaction
entre la dilution et le traitement, bien que non significative, montre que la mise en place d’un
traitement pourrait devenir intéressante a partir de la dilution 4 ou 5. Cette observation est
cohérente avec les pratiques actuelles mais nécessiterait plus de données, notamment un
groupe de contrdle recevant le traitement pour de faible charge en mycoplasmes afin d’affiner
le modele statistique.

L’identification des espeéces de mycoplasmes n’a pas été réalisée. On peut supposer
que I’espéce majoritaire retrouvée serait M. canis. L’identification des différents
mycoplasmes auraient pu étre réalisées sur la base de criteres biochimiques ou bien par PCR
(recherche Mycoplasma spp) puis séquengage. L’identification nécessiterait des moyens
techniques et financiers importants.

Il n’existe a ce jour pas de technique de quantification par PCR de M. canis. Les
travaux de C.Savatier (13) n’ont pas abouti dans la mise en place d’une PCR quantitative M.
canis. Les amorces utilisées n’étaient pas suffisamment spécifiques et permettaient
d’amplifier d’autres espéces de mycoplasmes. La mise en place d’une qPCR de M. canis

nécessite des recherches afin d’identifier une séquence et des amorces spécifiques de cette
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espece. On peut envisager que la mise en place d’une gPCR Mycoplasma spp pourrait étre
une alternative rapide et peu colteuse a la méthode de dénombrement par dilution utilisée
dans notre étude.

L’un des principaux biais de notre étude repose sur la technique d’insémination. En
effet toutes les chiennes ont été inséminées in utero sous contrdle endoscopique. Cette
technique assure un fort taux de réussite a 1’insémination. Des écouvillons vaginaux ont été
réalisés pour la recherche de mycoplasmes et la bactériologie. Nous avons vu dans notre étude
bibliographique que la flore utérine était proche de la flore vaginale dont elle était issue.
Cependant, des différences qualitatives et quantitatives peuvent exister. Les résultats des
prélévements ne reflétent pas de fagon certaine le microbiote utérin lors de la fécondation, de
la nidification ou de la croissance embryonnaire. L’écouvillonnage de la muqueuse utérine par
voie transcervicale au moment de I’insémination ou bien de I’extrémité du matériel
d’insémination pourrait permettre de connaitre le statut bactériologique et la charge en
mycoplasmes de I’utérus. De plus les mycoplasmes sont capable d’induire une baisse de la
motilité des spermatozoides (115,131). L’insémination in utero pourrait donc permettre de
limiter I’expositions des spermatozoides aux mycoplasmes vaginaux et limiter leur impact sur
la fertilité. Nos prélevements reflétent a priori bien le microbiote cutané des chiots qui se

« contaminent » avec la flore vaginale lors de la mise bas.

3.2 Analyses des résultats

3.2.1 Cultures

e Bactériologie

Une seule culture est revenue stérile. Une erreur d’échantillonnage semble exclue car la
culture de mycoplasmes de cet individu n’était pas stérile. Un probléme lors du transport ou
pendant la mise en culture pourrait expliquer ce résultat. La plupart des échantillons
présentent une culture mixte de 3 germes ou plus. Ces observations sont en adéquations avec
les données bibliographiques, le microbiote vaginal étant riche. Cependant plusieurs chiennes
ont présenté des cultures pures sans présenter de symptomes d’écoulement vaginaux ou de
troubles de la reproduction plus important qu’en cas de culture mixte. A I’instar de nombreux
auteurs il apparait essentiel d’interpréter les résultats de la bactériologie a la lumiere de la
clinique de I’animal. Le diagnostic bactérien de trouble de la reproduction ne peut reposer sur
le seul résultat d’une culture pure. Dans I’interprétation de nos résultats, nous avons considéré

que les flores vaginales des chiennes dont les cultures étaient pures, devaient étre plus riche
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quantitativement. Ce postulat découle de notre analyse bibliographique mais n’a pas été

verifiées par une quelconque mesure de la charge bactérienne des écouvillons.

e Mycoplasmes

Un seul échantillon s’est révélé totalement dépourvu de mycoplasmes. La prévalence des
mycoplasmes, proche des 99%, dans notre étude est supérieure a celle de toutes les autres
études utilisant des méthodes de cultures classiques. Notre résultat s’approche du taux de
100% de I’¢tude de Lyman et al. (57) qui utilise la métagénomique ciblée. Nos résultats sont
donc coheérents avec le fait que les mycoplasmes appartiennent au microbiote vaginal de la
chienne. L’identification des espéces présentes permettrait de préciser la place qu’occupent
ces mycoplasmes. De plus, peu de données sont actuellement disponible sur la charge en
mycoplasmes dans la littérature. Notre étude permet de montrer une grande variation de cette
charge (facteur 10°) sans qu’il y ait d’impact négatif significatif sur les performances
reproductives. Ces résultats sont a interpréter précautionneusement car le dénombrement des
mycoplasmes est semi quantitatif et repose sur les capacités de croissance des mycoplasmes
présents. En effet, il pourrait exister des différences de croissances entre les différentes
espéces ou souche de mycoplasmes pour le milieu que nous avons utilisés. L’établissement
d’une méthode précise reposant sur une PCR quantitative comme envisagé par C. Savatier

(13) serait utile pour confirmer ces résultats.

3.2.2 Fertilité

Toutes les chiennes de 1’étude ont été gestantes a la premiere insémination a une
exception pour laquelle le méale a été mis en cause. Il semblerait que la charge en
mycoplasmes et la mise en place d’un traitement n’influent pas sur la fertilité¢ des chiennes
dans le cadre d’une insémination in utero. Cette méthode d’insémination pourrait en effet
constituer un biais. Le fort taux de réussite de la méthode d’insémination pourrait masquer un
effet delétére des mycoplasmes. 11 est nécessaire de collecter d’autres données dans le cas
d’une monte naturelle ou d’une insémination intravaginale qui sont bien plus souvent utilisées

que I’insémination in utero.

3.2.3 Prolificité

L’analyse du nombre de chiot nes par chienne révele des différences entre les groupes.
Ces résultats vont dans le sens d’un r6le délétere des mycoplasmes pour la reproduction. En
effet le groupe des chiennes « négatives » présente une prolificité supérieure aux autres

groupes. Les chiennes « positives » non traitées ont la prolificité la plus faible. Cependant,
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ces différences restent faibles, I’écart de prolificité entre deux groupes étant toujours inférieur
a un chiot par portée. La recherche de la présence de mycoplasmes ainsi que la mise en place
d’un traitement impliquent un investissement financier important de la part de 1’¢éleveur
n’aboutissant qu’a un bénéfice limité, a savoir un chiot par chienne. On peut donc se poser la
question de la pertinence de ces démarches. De plus, ces différences ne sont statistiquement
pas significatives. On ne peut donc pas conclure sur un réel effet des mycoplasmes sur la
prolificité. L’analyse des groupes plus restreints qui prennent en compte la bactériologie
montre des résultats intéressant avec des écarts plus importants cependant les effectifs sont
tres faibles.

La réalisation de tests de puissances montre que les différences entre les groupes
restreints seraient significatives si les effectifs étaient supérieurs a 23 chiennes par groupe ce
qui est loin d’étre le cas dans notre étude. De méme si on considére qu’une augmentation de 2
chiots par portée représente un véritable gain pour 1’éleveur, les groupes Négatives, Positives
traitées et non traitées devraient avoir des effectifs de 30 chiennes pour que cette différence
soit significative. Dans notre étude nous manquons donc d’effectif et nous tentons de montrer
des effets trop faibles pour étre statistiquement significatifs.

La réalisation d’une régression de Poisson ne permet pas de construire un modele
explicatif. La plupart des interactions ne sont pas significatives. L’interaction entre les
mycoplasmes et la bactériologie est statistiquement significative. Cependant les intervalles de
confiances associés aux valeurs prédites ne permettent pas d’identifier un gain ou une perte de
prolificiteé.

Dans la régression de Poisson, la figure 13 qui représente les effets simples de chaque
prédicteur montre que la pente de I’effet de la dilution est inverse a la pente du résultat
qualitatif des mycoplasmes. Cette observation se retrouve également dans la régression
linéaire sur les poids des chiots (figure 19). Les pentes associées a la dilution sont faibles et
I’effet de ce paramétre n’est jamais significatif. On peut toutefois se demander comment ces
deux variables codépendantes ne produisent pas des effets similaires. Cette observation
semble provenir de la fonction de lissage par défaut de la fonction allEffects() utilisée pour
représenter les effets des prédicteurs. Sur le nuage de points des prolificités représenté en
figure 24, les droites rouges et bleues représentent deux fonctions de lissage testees
« manuellement ». Ainsi on peut changer de fonction de lissage pour faire concorder les
pentes de la dilution et du résultat mycoplasmes. On voit ainsi que notre étude statistique
manque de puissance et qu’il est difficile d’interpréter des tendances sur des effectifs aussi

restreints et disperses.
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Figure 24 Nuage de point des prolificité et droites de régression utilisant les fonction Im (rouge) et lowess (bleu)

3.2.4 Poids des chiots

La prise de poids a une semaine est un indicateur important de la bonne santé des
chiots pour les éleveurs, elle reflete également la bonne santé reproductive de la chienne. En
pratique, ce parametre n’est pas toujours suivi avec attention par les éleveurs.

Les gains de poids des chiots sont significativement différents entres les groupes. Les
chiennes positives non traitées produisent des chiots avec une croissance a une semaine
supérieure de 20% par rapport aux deux autres groupes. Cette observation est surprenante et
ne semble pas cohérente avec un réle pathogéne des mycoplasmes sur la reproduction. Ces
observations sont confirmées par 1’analyse des groupes restreints : les chiots issus des groupes
présentant des cultures positives (mycoplasmes et/ou bactériologie en culture pure) et n’ayant
pas été traités présentent des croissances plus importantes.

La réalisation d’un modele linéaire pour étudier les interactions entre les facteurs
apporte des informations intéressantes. Le grand nombre de chiots permet d’obtenir des
intervalles de confiances plus reduits.

Il semblerait donc que la richesse (quantitative) de la flore vaginale ait un effet positif
sur la croissance des chiots. Les chiennes négatives, et celles qui ont recues un traitement

possédent un microbiote vaginal moins riche. Le microbiote cutanée et intestinal du chiot

100



provient en grande partie de la contamination par la flore vaginale de la mere lors de la
parturition mais également au cours de la gestation, 1’utérus n’étant pas un environnement
stérile. Une étude récente a montré le réle prépondérant du microbiote des chiots dans leur
croissance pendant les premiers jours de vie (71).

Nous ne disposons pas de données précises sur la mortalité néonatale. En effet
certaines valeurs des poids a une semaines sont manquantes sans que 1’on sache si c’est un
manque de suivi ou bien une mort associée ou non aux mycoplasmes. De plus nous ne
disposons d’aucune donnée sur la santé des chiots apres une semaine, il possible que les
différences de prise de poids soient rattrapées par la suite. Dans un futur travail de recherche
un meilleur suivi permettrait d’explorer les potentiels effets des mycoplasmes vaginaux sur la

mortinatalité.

3.2.5 Perspective

Notre étude manque de puissance pour montrer des effets sur la prolificité. De plus
grand effectifs sont nécessaires ; seuls des groupes de 20 a 30 chiennes permettrait de montrer
des différences significatives. De plus, certains profils manquent : des chiennes traitées
uniquement avec de 1’amoxicilline, des chiennes négatives pour les prélévements et ayant
regu un traitement. ..

Notre étude utilise des méthodes d’identification et de quantification ayant montré
leurs limites dans I’étude des microbiotes. Les nouvelles techniques de séquencage sont

aujourd’hui de plus en plus accessibles et pourront a 1’avenir servir dans une étude similaire.
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Conclusion de ’étude expérimentale

Notre étude expérimentale apporte des résultats intéressants. La place des
mycoplasmes dans une flore vaginale saine est renforcée par une forte prévalence
d’isolement. Des cultures pures en bactériologie ne sont pas systématiquement associés a des
signes cliniques et de I’infertilite.

La baisse de prolificité induite par de fortes charges en mycoplasmes est faible.
L’avantage apporté par la mise en place d’un traitement semble peu intéressant pour un
éleveur de chien compte tenu de I’investissement pour diagnostiquer et traiter les
mycoplasmes. De plus aucun de ces effets n’est statistiquement significatif. Il apparait
judicieux de ne pas considérer seulement les mycoplasmes, mais 1’ensemble du microbiote
vaginal. En effet les résultats de la bactériologie semblent interagir avec les autres facteurs.
Ainsi, évaluer I’ensemble du microbiote et mettre en place un traitement adapté pourrait
apporter un bénéfice sur la prolificité.

L’étude du gain de poids des chiots, un indicateur de bonne santé, a mis en évidence
des résultats inattendus. Les mycoplasmes sont associés positivement avec un meilleur gain
de poids tandis que la mise en place d’un traitement y est négativement associée. Ces résultats
sont significatifs, les différences allant jusqu’a 20%. L’étude des interactions avec le résultat
de la bactériologie nous indique a I’instar de la prolificité, que le microbiote doit étre
considéré dans son ensemble pour apprécier les effets des différents facteurs.

D’apres ces résultats, la mise en place d’un traitement contre les mycoplasmes ne
semble pas présenter un véritable intérét sur la prolificité et pourrait méme s’avérer nefaste

pour les chiots a naitre.
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Conclusion

Le microbiote vaginal de la chienne est un écosysteme riche et diversifi€. De
nombreuses espéces de bactéries y évoluent dans un équilibre dynamique avec le systéme
immunitaire de I’héte et son cycle hormonal.

En médecine vétérinaire I’exploration de ce microbiote repose presque uniquement sur
des méthodes de cultures, les nouvelles techniques de génétique moléculaire restant
aujourd’hui des domaines réserves 4 la recherche.

La présence d’un agent bactérien potentiellement pathogene est souvent source de
confusion pour le praticien qui peut a tort retenir I"hypothése d’une infertilité d’origine
infectieuse, guand bien méme les examens bactériologiques devraient étre systématiquement
corrélés  la présence de signes clinigues.

Les mycoplasmes sont des organismes atypiques, modeles de cellule « simplifiée » et
appartiennent au microbiote vaginal de la chienne. Dans la httérature il n’existe pas de preuve
formelle de leur rdle pathogéne en reproduction chez la chienne : pourtant ils motivent trés
souvent ’instauration d'un traitement antibiotique en clientele.

Notre étude expérimentale confirme la place des mycoplasmes dans le microbiote
vaginal « sain » d’une chienne. Leur présence ne semble pas corrélée avec une altération de la
fonction de reproduction chez fa chienne et I"instauration d’un traitement antibiotique
n’apporte aucun bénéfice perceptible. En revanche I'instauration d’un tel traitement pourrait
méme s’avérer délétére pour la santé ultérieure des chiots 2 naftre notamment si 'on
§’intéresse a leur poids.

1l apparait au terme de cette étude que les problématiques d’infertilité d’origine
infecticuse doivent étre abordées en prenant en compte le microbiote vaginal dans son
ensemble et non une espéce bactérienne isolée et que la mise en place d’un traitement n’est

pas toujours sans effet néfaste.
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Infection vaginale a mycoplasmes chez la chienne : étude de
I'intérét d’un traitement antibiotiques pendant la gestation
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Résumé

Le microbiote vaginal de la chienne est constitué d’'une grande diversité de bactéries.
Son role dans les troubles de la fertilité est mal connu et les moyens d’explorations
disponibles sont limités. Les mycoplasmes sont des organismes appartenant au
microbiote vaginal de la chienne et sont suspectés de jouer un rdle pathogene en
reproduction. Leur détection motive la mise en place de traitement antibiotique.
L'étude d'une population de chiennes reproductrices permet de remettre en cause
cette suspicion et les pratiques associées a la détection de mycoplasmes vaginaux.
La fertilité ne semble pas impactée par la présence des mycoplasmes. D'autres
indicateurs comme la prolificité et la prise de poids des chiots lors de leur premiéere
semaine de vie montrent une absence d'effet délétere significatif de la part des
mycoplasmes.
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