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INTRODUCTION

Chez toutes les especes, la peau représente une interface entre I'organisme et le
monde extérieur. Elle procure, a la fois, une barriére protectrice et abrite diverses
communautés de microorganismes que I'on regroupe sous le nom de microbiote. L’h6te va
ainsi évoluer en paralléle ou en association avec ces communautés bactériennes, virales,
fongiques et parasitaires. On retrouve le microbiote sur toutes les parties du corps
contenant un épithélium en contact avec I’environnement extérieur : la peau, les voies
respiratoires, 'appareil digestif et I'appareil urogénital. A co6té des autres épithéliums, la
peau est la plus défavorable a l'installation et au développement des microorganismes du
fait de sa capacité a desquamer, de son pH, de la présence de nombreuses substances
antimicrobiennes, de son humidité et de sa température plus basse due au contact direct
avec I'extérieur.

Le microbiome (c’est-a-dire le microbiote additionné de son environnement)
représente un écosystéme, a part entiére. Les éléments qui le composent ont la capacité
d’interagir avec le milieu extérieur, le systtme immunitaire de I'hGte et les autres
microorganismes, sans forcément nuire a I'h6te, a la différence de la flore pathogene qui
peut, par le biais de la sécrétion de toxines ou de la multiplication au sein des cellules,
induire une infection cutanée. Ces interactions sont essentielles car elles procurent plusieurs
bénéfices a I’hote en favorisant, par exemple, la défense de la peau. Cet équilibre fragile est
un composant essentiel de la santé de la peau, qui peut, selon le contexte, étre modifié, on
parle de dysbiose, et étre responsable de maladies cutanées.

L’étude de ce microbiote se révele trés importante pour mieux comprendre, d'une
part, sa composition chez les différentes espéces, d’autre part, son fonctionnement et les
interactions inter et intra-spécifiques.

L’objectif de ce travail est de faire un état des connaissances sur le microbiote
bactérien cutané chez le chien et chez le chat et d’en noter les différences avec celui de
I’lhomme. Pour ce faire, nous décrirons d’abord, les méthodes d’étude du microbiote, puis
dans une seconde partie nous étudierons les caractéristiques du microbiote chez le chien, le
chat et I'homme ainsi que les facteurs responsables de leurs modifications. Nous finirons par
recenser les divers roles que le microbiote cutané bactérien remplit dans I'immunité de
I’hote.
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l. Méthodes d’étude du microbiote cutané

Pour mieux comprendre la structure et la fonction d’une population microbienne, il
faut utiliser des méthodes étudiant chaque composant individuellement. Cela peut sembler

difficile surtout lorsque I’on fait face a de grands écosystémes.

Historiquement, les populations bactériennes et fongiques étaient étudiées a I'aide
de méthodes de culture. Celles-ci se sont révélées trés utiles mais ont tout de méme limité

I'identification du microbiote dans sa globalité.(2)

En médecine vétérinaire, les études et les connaissances du microbiote cutané
étaient basées sur les méthodes conventionnelles de culture et les analyses biochimiques

mais les études de I’ARN ribosomique 16S ont fait, récemment, leur apparition.(3)

A. L’échantillon

« Un échantillon clinique représente une quantité ou une portion de matériel humain
qui est analysée, examinée ou étudiée afin de vérifier la présence ou absence de micro-

organismes particuliers. ».(4)
Il doit répondre a plusieurs critéres avant de faire I’objet d’une étude (4, p. 36) :

- Il doit représenter, dans son entiereté, la zone considérée comme malade.

- La quantité et la qualité de I’échantillon doivent étre suffisantes pour effectuer les
divers tests diagnostiques.

- La récolte de I"échantillon doit se faire avec une méthode appropriée : récipient de

conservation, température adéquate et temps de trajet jusqu’au laboratoire rapide

Dans la mesure du possible, il doit étre prélevé avant qu’un agent antimicrobien soit

administré au patient.

Les micro-organismes présents dans I’échantillon sont généralement étudiés a I'aide
de techniques dites directes qui demandent d’abord une étape de multiplication ou de

croissance avant de pouvoir effectuer les tests diagnostiques.(4, p. 36)

-23-



B. Méthodes traditionnelles de culture et comptage

Anton von Leeuwenhoek a été le premier a observer les bactéries a la fin du XVIIéme
sieécle, mais celles-ci sont devenues d’un intérét particulier, plus tard, au XIXeme siecle.(5)
Comme suggéré par Robert Koch, la culture est la base de toute recherche sur les maladies
infectieuses. Le premier isolement bactérien a permis de concevoir des modeles
expérimentaux afin d’analyser la virulence et de compléter les critéres de Robert Koch qui

établissent un lien entre un micro-organisme et une maladie infectieuse. (6)

La culture bactérienne permet aussi d’étudier la sensibilité d’une bactérie aux divers
antibiotiques et d’établir des recommandations de traitements efficaces (6). De plus, si la

culture bactérienne est pure, un séquencage du génome devient possible.(7)

Le premier milieu de culture a été développé en utilisant des composants
environnementaux. Quatre éléments vont influencer la croissance des bactéries : le choix

des nutriments du milieu de culture, 'atmosphére, la température et le temps d’incubation.

(6)

1. Les milieux de culture

La majeure partie des bactéries est dite hétérotrophe (« qui se nourrit de
substances organiques, ne pouvant effectuer, lui-méme, la synthese de ses éléments

constitutifs »).(5, 8)

Louis Pasteur a été le premier a utiliser des milieux de culture pour faire croitre des
populations bactériennes. Son premier milieu était fait de sucre, de sels d’ammoniums et de
concentrés de levures. Cela respectait les sources primaires de nutriments pour une
bactérie : une source de carbone (qui est métabolisée en énergie), une source d’azote (pour
la synthése des protéines et des acides nucléiques) et des sources de vitamines et de

minéraux.(5, 9)

En pratique, différents milieux de culture sont utilisés dans le but d’isoler et
d’amplifier des cultures bactériennes pures en vue de réaliser des tests diagnostiques. Une

culture contaminée pourrait fausser les résultats des tests. Le choix du milieu va aussi
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dépendre de la source de |"échantillon clinique et du diagnostic différentiel associé

concernant les causes probables de I'infection (10, 11).

L'invention de la boite de Petri, en 1887, a révolutionné la microbiologie. Elle a
permis de limiter les contaminations extérieures et d’observer, en temps réel, grace a sa

transparence I'évolution des colonies.

Les cultures bactériennes peuvent étre faites en milieux liquides ou solides. L’ajout
de composants, comme |'agar (polysaccharide extrait d’'une algue rouge Rhodophyceae) ou
la gélatine, a conduit a la création de milieux de culture solides (I’agar sera préféré a la
gélatine car il est un milieu inerte). (5, 9) Au cours du temps, des substrats ont été rajoutés
aux préparations. Les premiers substrats étaient faits a partir d’infusions de viandes. A partir
de 13, n'importe quelle source végétale ou animale était utilisée pour la fabrication de ces
milieux (coeur ou foie de beceuf, cerveau de veau, par exemple). Les extraits de levures

restent le composant majoritaire des milieux de culture. (9)

Une fois le milieu préparé, il est stérilisé dans un autoclave puis une fois refroidi, il est prét a

étre utilisé.

a) Les milieux non sélectifs

Ce sont des milieux qui ne contiennent aucun inhibiteur et qui permettent la pousse

de la majorité des micro-organismes de I'échantillon étudié.

L’enrichissement des milieux de culture permet de faciliter la croissance de certains micro-
organismes et d’entrainer des modifications, visibles a I’ceil nu, qui vont servir au diagnostic
(10). Les peptones (« Mélange obtenu par la dégradation des viandes sous I'effet d’enzymes
(pepsine, pancréatine, papaine)») (12), sont des sources de nutriments sans glucides
(hydrolyse des protéines), souvent utilisées comme nutriments et obtenues a partir de

viande, de soja, de caséine et de gélatine. (6)

Le produit principal d’enrichissement des milieux de culture est le sang. Il fournit des
nutriments comme I’hémine et est fréquemment ajouté aux géloses pour faciliter la

croissance de bactéries anaérobies. (6)
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Pour donner quelques exemples (10, 11) :

- La gélose au sang: ajout de sang citraté a une gélose qui contient des extraits
trypsiques de soja. Cela va facilite la réaction d’hémolyse et ainsi donner trois types
d’hémolyse différentes :

o L'hémolyse alpha: formation d’un halo, verdatre a brunéatre, autour de la
colonie (exemple : Streptococcus gordonii, Streptococcus pneumoniae)

o L'hémolyse béta: formation d’un halo translucide autour de la colonie a la
suite d’'une lyse compléete des cellules sanguines (exemple : Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes)

o Non hémolytique : Aucune modification visible (exemple : Streptococcus
epidermidis, Streptococcus saprophyticus)

- La gélose a I'éosine et au bleu de méthylene (EMB) : différenciation des colonies
fermentant de lactose de celles qui ne le font pas.

- La gélose MacConkey : favorise la pousse des bacilles Gram négatifs car la présence
des sels biliaires et du cristal violet inhibe la croissance des bactéries Gram positives

et des bactéries Gram négatives dites exigeantes.

Colonie B-hémolytique

Figure 1: Les milieux enrichis : (a) Culture sur gélose au sang (b) : Culture sur gélose chocolat
(milieu enrichi utilisé pour cultiver des micro-organismes exigeants) (10)
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b) Les milieux sélectifs

Un des défis de la microbiologie clinique est d’arriver a isoler des micro-organismes

a partir de microbiotes complexes.

Pour cela, il faut utiliser des milieux auxquels sont ajoutées des substances particuliéres,
permettant, a la fois, de favoriser la croissance de la population choisie et d’inhiber la

croissance des autres groupes. (4)
On peut prendre, par exemple : (4)

- La gélose Mannitol-Sel (MS) qui permet d’identifier les staphylocoques. Elle possede
une concentration élevée en sel (7,5%) qui inhibe la croissance de nombreuses
espéces bactériennes. La présence du mannitol permet de faire la différence entre
les staphylocoques pathogénes (qui fermentent le mannitol, le transformant en
acide) et les staphylocoques non pathogenes (pas de fermentation).

- La gélose Hektoen qui favorise la croissance de Salmonella et de Shigella. La
concentration importante en sels biliaires inhibe la croissance des bactéries Gram

positives et limite la croissance d’un certain nombre de souches coliformes.

2. Les conditions de culture

La création d’un environnement propice a la pousse des bactéries est primordiale.
Cela ne concerne pas juste les nutriments a disposition ou le support, mais aussi,
I’environnement. En effet, la température, les gaz atmosphériques ou le temps d’incubation

sont des facteurs importants a contréler pour favoriser une bonne croissance bactérienne.

(5)

a) Le contréle de la température

La plupart des microorganismes sont dits mésophiles, c’est-a-dire que leur croissance

est optimale lorsque la température est comprise entre 20 et 45°C. (6, 13)
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b) Contréle de I'atmosphére

Tout dépend du type de bactérie que I'on cherche a cultiver. La distinction entre
I'organisme aérobie (nécessite du dioxygene pour se multiplier et vivre) et anaérobie

(difficulté a vivre ou a se multiplier en présence de dioxygene) va étre primordiale.

Chez les organismes anaérobies, on distingue trois catégories : les anaérobies stricts (ne
poussent pas si la pression partielle en dioxygene est supérieure a 0,5%), anaérobies
aérotolérantes (qui peuvent pousser en présence de dioxygéne avec une pression partielle
comprise entre 2 et 8%) et les aéro-anaérobies facultatives (qui peuvent pousser en absence

de dioxygéne mais dont la présence permet une croissance maximale). (6)

Lors de la croissance d’un organisme anaérobie, on peut ajouter des antioxydants dans le
milieu de culture, en plus de se placer dans une atmosphere anaérobie, donc sans dioxygéne

(utilisation de dioxyde de carbone par exemple). (6)

c) Temps d’incubation

La encore, le temps d’incubation dépend du micro-organisme que I'on cherche a
étudier. La majorité des pathogenes va croitre entre 24 a 48 heures mais certains
nécessitent un temps beaucoup plus long. En moyenne, les laboratoires mettent en culture

les micro-organismes pendant cing jours. (6)

Si une colonie est laissée trop longtemps dans son milieu de culture, elle risque
d’utiliser tous les nutriments disponibles, excrétant des toxiques pouvant tuer le reste de la
population. Pour éviter ou limiter ce phénoméne, on peut transférer la colonie dans un
nouveau milieu de culture, on parle alors de subculture. On veillera a effectuer cette

opération de maniére aseptique pour éviter les contaminations environnementales. (5)
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Figure 2: Courbe de croissance microbienne dans un systéme clos. (les lignes en pointillés
représentent des vagues successives de variants génétiques qui apparaissent durant cette
phase) (10)

3. Identification des micro-organismes
a) Caractérisation physique

L'examen microscopique a toute son importance dans lidentification des
populations isolées. On peut réaliser toutes sortes de calques ou de frottis a partir de fluides
(sang, liquide de cytoponction par exemple) ou de tissus (calque cutané, par exemple). Une
centrifugation peut étre réalisée sur les fluides afin de concentrer les cellules et d’avoir une

meilleure représentation des populations sur la lame.

On peut déja observer, a I'eeil nu, la morphologie des colonies qui se sont formées
sur le milieu de culture. On peut avoir soit une culture pure (un type de bactérie) soit un
mélange de bactéries. On peut décrire la taille, la forme, la texture, la transparence et la

couleur des colonies.
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Figure 3: La morphologie des colonies bactériennes : On détermine la forme et I'aspect des
colonies en les observant par-dessus, I’élévation en observant la boite de cété (10)

On peut utiliser, pour aider a la caractérisation des colonies, un compteur de
colonies ou un microscope (5). Plusieurs colorations permettent de mieux visualiser et

différencier les populations bactériennes présentes dans un échantillon. On peut avoir, par

exemple : (9) Etapes de la Etats des
coloration bactéries
; . T Etape 1 : Cristal Les cellules
- Coloration de Gram: Utmseer C - violet (colorant sont violettes.
primaire) pendant
qguotidiennement, pour I'examen SN lﬁ?r?c?r'gult’géu
microscopique de bactéries. Les E——
Etape 2 : lode/ Les cellules

bactéries dites Gram positives jodure (mordant)  sont violettes.

pendant une minute.

apparaissent violettes ou bleu Firera [oal;
foncé alors que les bactéries
LAt ; Etape 3 : Alcool Les cellules Gram-
Gram  negatives  apparaissent (dénaturant) positives sont
pendant violettes ; &
S iffé 10-30 secondes. les cellules Gram-
rouge a rose. La différence de Rincer a l'eau. négatives sont

. incolores.
coloration dépend de la structure

Etape 4 : Safranine Les cellules Gram-

des membranes bactériennes (contre-colorant) positives sont

0000 | Gopp | ©0gp | ©c@e

0710701070

pendant violettes ;

30-60 secondes. les cellules Gram-
Rincer a 'eau. négatives sont
Sécher. roses.

Figure 4: Etapes de la coloration de GRAM (10)
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- Coloration au bleu de méthyléne : permet de révéler la morphologie des bactéries ou

la localisation intracellulaire de microorganismes comme Neisseria.

(a) La coloration d’Escherichia coli (b) La coloration de Corynebacterium
au cristal violet au bleu de méthyléne

Figure 5: Photos d'observation de bactéries au microscope apreés colorations (10)

b) Caractérisation biochimique

Divers tests biochimiques existent afin d’aider a la caractérisation de I'espéece.

On peut faire appel a des galeries APl (appareils et procédés d’identification). Ce sont
des bandes constituées de vingt puits remplis avec des substrats déshydratés. Il en existe

plusieurs en fonction de ce qui est recherché.
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Figure 6 : Photo d'une galerie APl servant a l'identification bactérienne (E.FOULQUE)

Par exemple, la galerie APl 20 NE (non-entérocoques), a huit puits qui contiennent
des substrats permettant de réaliser des tests biochimiques comme la capacité a réduire le
nitrate en nitrite ou celle a fermenter le glucose. Chaque réaction est caractérisée par un
changement de couleur. Cette galerie possede, aussi, douze puits permettant d’évaluer les
capacités d’assimilation par la bactérie (glucose, mannitol, arabinose, mannose, ...) et, cette

fois, la réaction est caractérisée par un changement de turbidité de la solution.

D’apres I'étude de H.K GEISSE, H.D PIOTROWSKI et V HINGST, sur 292 souches de
bacilles étudiées en méthodes conventionnelles et a I'aide de la galerie APl 20 NE, 96,6% des
souches ont été correctement identifiées a I‘aide de la galerie API. Vingt souches ont été re-
testées, aléatoirement, afin d’assurer la reproductibilité qui était de 100%. Sur I'ensemble de
I’étude, de rares déviations ont été observées mais, finalement, le résultat était le méme.

Dix souches, seulement, n’ont pu étre identifiées a I'aide de la galerie. (14)

Il est prouvé que le nombre et la diversité des espéces, observées au microscopique

sont, en réalité, bien plus larges que ce qui a été découvert grace aux méthodes de culture
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et de comptage. Plus de 90% des micro-organismes ne poussent pas dans des conditions
classiques de laboratoire ce qui engendre cette sous-estimation de la diversité

microbienne.(2, 15, 16).

De nouvelles méthodes, permettant de passer outre |'étape de culture, sont
disponibles pour évaluer la composition de microbiotes plus complexes, telles que le

séquencage du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S.

C. Approche métagénomique : exemple du séquencage du géene de I’ARN
ribosomal 16S

Historiquement, la caractérisation des populations microbiennes utilisait des
méthodes de culture. Mais, moins de 1% des espéces bactériennes peuvent étre cultivées
dans des conditions standard de laboratoire. Les derniéres avancées, en termes de
séquencage et d’amplification de I’ADN (acide désoxyribo-nucléique), permettent de passer
outre I'étape de culture et d’avoir une vue plus compléete de la composition du microbiote.

(17)

1. Définition

La métagénomique consiste en I'analyse des génomes d’une population de micro-

organismes.(18)

D’apres I'étude d’HANDELSMAN, 52 phyla ont été découverts jusqu’'en 2004 et la
majorité d’entre eux sont dominés par des micro-organismes non cultivables.(18) L’idée de
cloner I’ADN extrait d’'un environnement a été proposée par Norman R. PACE un biochimiste

américain. C'est en 1991 que I'idée d’utiliser des vecteurs a été émise.

Cette méthode implique souvent I'amplification du gene codant pour la sous-unité 16S
de I’ARN du ribosome (acide ribo-nucléique, ARNr 16S) directement a partir d’échantillons

de peau (biopsies, raclages cutanés ou calques).(17)

Le géne de I’ARNr 16S est un gene retrouvé chez tous les procaryotes mais pas chez les
eucaryotes. Il fait, environ, 1150 paires de bases et est suffisamment conservé pour

permettre son amplification, par PCR, grace a des amorces, large spectre, qui s’hybrident a
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des régions invariables. Il comprend aussi des régions appelées variables ou hypervariables
(V), qui vont servir a la classification taxonomique aprés séquencage et amplification. (15—

17, 19, p. 16)

Il existe trois raisons principales d’utiliser le géne de I’ARNr 16S pour I'étude de la
phylogénétique bactérienne : sa présence chez toutes les bactéries, sa fonction inchangée
au cours du temps et sa taille (1500 paires de bases) suffisamment grande pour utiliser des

outils informatiques.(20)

Cette méthode est devenue populaire dans le domaine de la bactériologie car elle
permet de déterminer le genre et I'espéce de bactéries appartenant a des échantillons

complexes qui ne sont pas identifiées avec des méthodes conventionnelles.(20)

2. Différentes méthodes de séquencage de I’ADN

a) Traitement de I'échantillon

Les micro-organismes sont récoltés a |'aide de plusieurs techniques qui vont
dépendre du lieu d’échantillonnage. Le but étant d’éviter la contamination par d’autres
micro-organismes. Leur ADN est ensuite isolé, a I'aide de méthodes comme la lyse des

cellules, et amplifié au niveau du géne de I’ARNr 16S. (15)

b) Méthode de Sanger ou méthode de séquengage de I’ADN par
terminaison de chaine

Afin de procéder a I'amplification des séquences d’intérét, une amorce courte (15 a
25 nucléotides), complémentaire de la zone située en amont de la séquence d’intérét, est
utilisée. Dans le cas du géne de I’ARNr 16S, les amorces sont complémentaires soit du début
ou de la fin de la séquence, soit de la région située aux alentours de 540 paires de bases. Ces

trois régions représentent les régions invariables.(19, 21)

On procéde, tout d’abord, a une dénaturation de I"ADN: on passe d'un brin
bicaténaire a un brin monocaténaire, par chauffage, permettant a I’'amorce de s’hybrider a Ia

séquence d’ADN. La polymérase se fixe et commence la synthése d’ADN complémentaire a
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partir de I'amorce. Une partie des nucléotides disponibles dans le milieu sont des
didésoxyribonucléotides (ddNTP), qui ne possedent pas de groupement hydroxyle sur le
carbone en 3’. Lorsqu’ils sont utilisés par la polymérase, la synthése d’ADN s’arréte, formant
des fragments de tailles différentes mais tous avec le méme ddNTP a la fin. C'est grace a ce
procédé que les fragments d’ADN vont étre classés selon leur taille. Aprés cela, les fragments
migrent sur un gel d’électrophorése qui permet de lire les séquences d’ADN : plus les
fragments sont courts, plus ils migrent loin sur le gel. On lit la séquence du bas du gel vers le

haut.(21)

La plupart du temps, tout ce processus est automatisé, les ddNTP sont marqués par
des fluorochromes de couleurs différentes. On a un seul gel avec des fluorescences
différentes en fonction du dernier nucléotide de la chaine. Celles-ci sont enregistrées sur un
chromatogramme ou l'intensité de la fluorescence est représentée par un pic. La séquence

d’ADN est donc lisible au-dessus du graphique. (22, 23)

Cette méthode est considérée comme le Gold Standard du séquencage génétique,

(24) mais reste colteuse et longue. (cf. Annexe 4)

c) Le séquencage nouvelle génération

Depuis les années 2010, de nouvelles techniques ont été développées : on parle de

séquencage nouvelle génération (NGS).

Les différentes techniques contiennent toutes la méme premiere étape : le
découpage de I’ADN en petits fragments et I'accrochage d’adaptateurs (oligonucléotides) a
leurs extrémités qui permettent de fixer les fragments sur un substrat solide d’un c6té et de
I"autre, I'amorce qui permettra d’initier la réaction de PCR (réaction de polymérisation en

chaine). Les fragments d’ADN sont donc amplifiés et séquencés en paralléle.(21)

Une fois les adaptateurs fixés aux séquences d’ADN, I'ensemble est introduit dans
une cellule de flux (lame de verre contenant des rainures creusées) pourvue
d’oligonucléotides de séquences complémentaires aux adaptateurs. Les réactifs de la PCR
sont introduits et la réaction en chaine continue. Les nouveaux fragments se replient, en

ponts, lorsque la séquence est complémentaire d’un oligonucléotide de la cellule de flux. Se
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forment, alors, des « clusters » de fragments d’ADN bicaténaires. Une dénaturation des brins
est réalisée et la cellule est rincée permettant de ne garder que des brins monocaténaires
linéaires. Sont introduits, ensuite, des désoxyribonucléotides (dNTP) fluorescents, modifiés
par l'ajout d’'un groupement chimique (celui-ci peut étre retiré a l'aide de la voie
enzymatique). Une fois intégré dans la séquence, la fluorescence devient visible par lumiere
laser et la synthése d’ADN est bloquée. Cela permet I'identification de la nouvelle base dans
la séquence. Les réactifs sont éliminés par lavage puis le complexe enzymatique est ajouté.
Ainsi, la fluorescence et le groupement modifié bloquant la suite de la synthése sont
éliminés afin qu’un nouveau cycle puisse reprendre. Afin que la lumiére émise par les
nucléotides fluorescents soit suffisamment visible, les nucléotides identiques sont intégrés
simultanément dans chaque cluster pour amplifier la lumiere émise.(21, 24) (cf. Annexes 6 et

7)

d) Traitement des données

Les séquences amplifiées sont comparées avec les arbres phylogénétiques de référence
ou des bases de données préexistantes afin de trouver a quelle espéce bactérienne elles
appartiennent. Dans ce but, des outils informatiques sont utilisés pour le traitement des
données comprenant : I'identification de I’espéce, I’analyse de la diversité et la comparaison
entre les populations. On a alors : la diversité alpha (qui traduit le nombre de types de
séquences différentes dans I’échantillon) ou béta (qui rend compte de la distribution des
différents types dans I’échantillon). En 2016, la derniere mise a jour du « Ribosomal
Database Project » a montré qu’il existe 3 356 809 de séquences du gene de I’ARNr 16S

bactérien.(25)

Afin de déterminer I'appartenance, a une espece ou a un genre, d'un échantillon,
plusieurs propositions ont été faites au cours de diverses études. Les séquences qui sont
semblables, a plus de 97%, sont souvent classées comme provenant du méme taxon (17,
23). L’étude de BOSSHARD et al. utilise une similarité, entre deux séquences, de plus de 99 %
pour définir une espece et comprise entre 95 et 99 % pour définir un genre. FOX et al.
proposent une différence de 5 a 15 paires de bases de la séquence du géne de I’ARNr 16S
pour définir une espece. Dans la pratique courante, on retient une similarité de plus de 99 %

pour affirmer I'appartenance a une méme espéce. (19)
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Le nombre de séquences d’'une méme espéece représente son abondance relative au
sein de I"échantillon étudié. On a accés, grace a cette méthode, a une vue globale de la
population bactérienne peuplant une niche écologique d’intérét: identification et

abondance. (17)

Plusieurs études ont montré que le séquencage du gene de I’ARNr 16S permet dans
plus de 90% des cas une identification du genre mais seulement dans 65 a 83 % des cas, une
identification de I'espece. Un a 14 % des cas restent non identifiés.(23) Dans I'étude de
MIGNARD et FLANDROIS (26), sur trente mois, 683 isolements bactériens ont été récupérés
d’échantillons cliniques pour séquencage et analyse, 568 ont été identifiés jusqu’a I'espéce
(83,1 %). Pour 15,8 % des cas, I'identification a été limitée au genre, 1 % n’a pas pu étre
identifié.

Le séquencage des génes de I’ARNr 16S des diverses bactéries a permis de découvrir
gue la peau humaine est colonisée par un microbiote trés complexe, diversifié et variable, ce
gui ne ressortait pas dans les études basées sur les méthodes de culture et comptage. Par

exemple, dans une étude du microbiote des mains, de 51 jeunes adultes sains, plus de 150

espéces de bactéries ont été identifiées.(2, 3)
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D. Résumé comparatif

Tableau | : Avantages des méthodes de culture et comptage et du séquengage nouvelle
génération

Méthode de culture et comptage

Séquencage nouvelle génération du

gene de I’ARNr 16S

AVANTAGES

Moins chere

Permet d’étudier la sensibilité aux
antibiotiques, de rechercher les facteurs
de virulence

Permet d’évaluer le potentiel pathogene
d’une bactérie ce qui est majoritairement
intéressant en microbiologie clinique (27)

A permis de révéler la diversité et la
variabilité du microbiote cutané (2, 3,
15)

Méthode permettant de passer outre
les conditions environnementales
nécessaires a la culture

Si associée a une cytologie, peut
détecter une dysbiose relative du
microbiote mais aussi une croissance
trop importante de certains micro-
organismes et confirmer ou infirmer
une infection de la peau. (28)

Bonne méthode pour l'identification
de micro-organismes a priori inconnus
et qui n"auraient pas été découverts en
culture.(19)
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Tableau II: Inconvénients des méthodes de culture et comptage et du séquengage nouvelle
génération

Séquencgage nouvelle génération du géene
Méthode de culture et comptage
de ’ARNr 16S

Impossibilité de faire la distinction entre les
organismes vivants et morts, provenant de
la flore transitoire ou résidente,
staphylocoques résistants ou non a la
méticilline, virulents ou non de la méme
espéce cariln’ya (15, 29)

= Dans ce but-la, on peut utiliser d’autres

. . méthodes qui vont cibler I'analyse du
Les bactéries ayant tendance a ) . .
. génome apres son amplification : WGS
pousser plus rapidement et plus i
] (whole-genome sequencing) est une
facilement peuvent prendre le ] ,
o, technique permettant d’analyser un
dessus sur les autres au sein d’un ] , ) i
- génome d’un point de vue fonctionnel.
milieu de culture: exemple de . .
, Le probleme de cette technique est
Staphylococcus qu’on  retrouve , N
L . gu’elle reste coliteuse et que les bases
majoritairement dans les études (17) ) .
de données ne sont pas tres

. ] développées car elle est trop
Beaucoup d’incertitudes concernant

INCONVENIENTS

- récente.(29)
le milieu de culture

. . ) Pour attester de la virulence ou non d’un
Les bactéries a croissance lente ] ] , .
micro-organisme, l|'analyse du gene de
I’ARNr 16 S est insuffisante suite a la faible

variation existante entre les différentes

peuvent entrainer un retard de
diagnostic

especes.(19)

Existence d’un biais lors du choix de
I’amorce.

On a souvent des résultats relatifs plutot
que quantitatifs.(16)

-39-




Les méthodes de séquencage de nouvelle génération ouvrent de nouvelles
possibilités d’exploration du microbiote par rapport aux méthodes plus classiques de culture
et comptage. Nous allons étudier les compositions des microbiotes canin, félin et humain

ainsi que les facteurs de leurs variations.
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1. Nature et répartition du microbiote bactérien cutané
A. Le microbiote cutané du chien
1. Composition et répartition
a) Généralités

Le microbiote cutané du chien a largement été sous-évalué dans les études basées sur
les méthodes de culture. En effet, il est trés souvent cité que la peau des chiens abriterait
moins de 350 bactéries par centimétre carré. Ceci est sGrement di aux méthodes
d’échantillonnage ainsi qu’aux sites de prélévements et a la méthode de culture. (2) Une
étude de HARVEY et LLOYD (30), en 1995, a montré qu’il pouvait y avoir jusqu’a 180 000

bactéries par échantillon.

En dehors du nombre, les études basées sur la culture rapportaient une faible diversité
bactérienne. Chez des chiens sains, on retrouvait, majoritairement (89 % de la flore), des
Cocci a coagulase négative probablement des staphylocoques.(2, 31) Les diphtéroides
aérobies, comme Clostridium spp., étaient présents dans 60 % des cas, tout comme
Staphylococcus aureus. Quelques bacilles Gram négatifs ont aussi été trouvés mais en trés

faibles proportions : 0,1 % de la microflore totale. (2)

Plus récemment, dans I'étude de HOFFMAN et al. (2014) (3), sur la peau de chiens
sains (c’est-a-dire sans antécédent dermatologique, ni de lésion clinique pouvant faire
penser a des maladies dermatologiques, ni de traitement avec des antibiotiques, anti-
inflammatoires ou immunosuppresseurs, antérieurs ou en cours), un total de dix-sept phyla
ont été identifiés. Sur toutes les régions examinées, le phylum le plus abondant était celui
des Protéobactéries (34,6%), suivi par ordre d’'importance décroissante, par les Firmicutes
(29,9 %) (ces deux phyla représentant, a eux deux, plus de 55 % des populations présentes
sur la peau (32)), les Bacteroidetes (12,4 %), les Actinobactéries (9,7%), et les
Cyanobactéries et Fusobactéries (5 %) .(3, 15, 33—37) En s’intéressant aux taxons suivants,
c’est-a-dire d’abord les classes, on retrouve dans un ordre d’'importance décroissante : les
Gammaprotéobactéries (21,7 % ), les Bacilli (15,8%), Clostridia (11,1%), les Actinobactéries
(8,1%), les Bactéroidia (7,8%), les Alphaprotéobactéries (6,2 %), les Betaprotéobactéries
(5,6 %), Fusobacteria (4,9 %). (37, 38)
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Dans les familles, la plus abondante était Moraxellaceae (Embranchement
Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordre Pseudomonadales) suivie de
Nocardiaceae (Embranchement Actinobacteria, Classe Actinobacteria Ordre
Mycobacteriales),  Xanthomonadaceae  (Embranchement  Proteobacteria,  Classe
Gammaproteobacteria, Ordre Xanthomonadales) et Sphingomonadaceae (Embranchement
Proteobacteria, Classe Alphaproteobacteria, Ordre Sphingomonadales).(34) Dans I'étude de
CUSCO et al.,, en 2017 (36), sur une groupe de trente-cing chien Golden Retriever croisés
Labrador, un total de 2216 Unités Taxonomiques Opérationnelles (UTO) ont été observées
sur leur peau. En tout, il y avait dix-sept phyla, quarante-et-une classes, soixante-deux

ordres, cent vingt-huit familles et deux cent quarante-deux genres différents.

L'étude de GARCIA-FONTICOBA et al. (2020)(34) a aussi examiné des échantillons
provenant de I’épiderme, du derme et du tissu sous-cutané. Il a été trouvé que les phyla les
plus abondants étaient dans un ordre dimportance décroissante: Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria et Bacteroidetes. Lorsque le microbiote est étudié avec des
méthodes classiques de culture aérobie, le derme et le tissu sous-cutané sont stériles. Lors
de I"étude avec les nouvelles méthodes de séquencage, on trouve des traces d’ADN
bactérien similaires a celles identifiées a partir des cultures environnementales (Firmicutes
et Proteobacteria). Cela suggere que la plupart des taxons identifiés dans le derme et le tissu

sous-cutané sont probablement des contaminants. (34)

Des études antérieures basées sur méthodes de culture ont montré que les bactéries
commensales les plus courantes sur la peau de chiens sains étaient: Micrococcus spp.,
staphylocoques a coagulase négative (majoritairement Staphylococcus epidermidis et
Staphylococcus xylosus), streptocoques hémolytiques, Clostridium spp., Propionibacterium
acnes (renommée Cutibacterium acnes), Acinetobacter spp. et des bactéries aérobies Gram

négatives .(3, 30, 39-41)

Dans |’étude de HARVEY et LLOYD (30), Micrococcus spp. a été trouvé comme I'espéece
la plus abondante, sur la majorité des sites et des chiens de I'étude, alors que les
streptocoques n’étaient pas présents chez tous les chiens, ni sur tous les sites de

prélevements. Quelques prélevements ont permis de récolter des bactéries comme
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Nocardia spp. ou des corynéformes aérobies, en trés faible abondance et sur peu de chiens.
La question se pose de savoir s’ils font partie de la flore cutanée ou ne sont que de simples

contaminants.

b) Flore résidente ou flore transitoire ?

« La flore résidente est constituée de germes commensaux, qui colonisent I'organisme
sans provoquer de maladie. » (42) A la surface de la peau du chien, la flore résidente est
dominée par une majorité de staphylocoques tels que : Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus, des staphylocoques a coagulase négative, mais aussi Micrococcus
spp., des streptocoques alpha-hémolytiques, Clostridium spp. (son statut est encore
controversé car elle est présente sous la forme quasi exclusive de spores dans les
échantillons (30)), Cutibacterium acnes, Acinetobacter spp. ainsi que de nombreuses
bactéries aérobies Gram négatives.(30, 39, 40, 43) Les poils et les follicules pileux semblent
posséder une flore un peu différente de celle de la peau. On retrouve, le plus souvent, sur
les poils d’animaux sains : Micrococcus spp., Bacillus spp., des bactéries aérobies Gram
négatives et Staphylococcus pseudintermedius. (30, 40) Les staphylocoques sont trouvés,
majoritairement, en partie distale du poil alors que les bactéries Gram négatives sont plutot
proximales.(30) Dans le follicule pileux, on retrouver plutét: Micrococcus spp.,
Cutibacterium acnes, divers streptocoques, Bacillus spp. et Staphylococcus

pseudintermedius.(3, 40, 44)

La flore transitoire « est composée de germes pouvant contaminer temporairement la
peau ou s'installer plus durablement dans des localisations (gites) propices, grace aux
conditions d'humidité, de pH (périnée, récessus narinaires, conduits auditifs externes) ou
aux effractions de la barriere épidermique. » (45) Ces micro-organismes peuvent provenir de
I’environnement ou d’autres flores commensales de I’'h6te comme la flore digestive. La
présence de ces germes sur la peau peut entrainer I’apparition de maladies dans le cas ou les
défenses immunitaires de I’"hote viendraient a décliner.(40, 42) On retrouve, chez les chiens,
la majorité du temps : Escherichia coli, Proteus mirabilis, Corynebacterium spp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., des streptocoques béta-hémolytiques, Alcaligenes spp. et Nocardia spp.

(3, 30, 39, 40)
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Staphylococcus pseudintermedius possede un statut particulier. Il y a de nombreux
débats quant a son appartenance a la flore résidente ou transitoire. Il a été montré que les
chiens peuvent héberger diverses souches de Staphylococcus pseudintermedius mais toutes
ne sont pas considérées comme faisant partie de la flore résidente. On le retrouve, souvent,
sur des zones comme les narines, le pourtour de I’anus, les poils. Des études (39, 46) ont
montré que la bactérie était présente, dans 36 a 75% des cas au niveau du nez, dans 33 a
46 % des cas, sur la muqueuse buccale et dans 26 a 65 % au niveau de la conjonctive. Les
zones les plus colonisées sont celles en contact avec les muqueuses (nez, anus, menton,
périnée, abdomen). Ainsi, la question se pose de savoir s’il y a contamination par les autres
flores commensales de I’hote. (30, 39, 40) Il a été montré que si I'on traite les muqueuses
avec des antibiotiques topiques (de I’acide fusidique, dans ce cas), la population cutanée de
Staphylococcus pseudintermedius chute significativement aprés deux jours de traitement et
reste réduite, méme apres trois semaines de traitement (p < 0.01), ce qui suggere une

appartenance a la flore transitoire. (40, 47)

c) Composition du microbiote cutané en fonction de la localisation
sur le corps

Plusieurs études ont montré une variabilité de I'abondance des différents phyla en
fonction de la localisation du site cutané prélevé. Les échantillons de peau possédant des
poils (aisselles, dos, ventre, zone périoculaire, pavillon de I'oreille, chanfrein, espaces
interdigités,...) présentent une plus grande richesse d’espéece (en s’intéressant au nombre
d’especes observées) en comparaison avec les jonctions mucocutanées (narines,
conjonctives) ou les muqueuses (3, 28, 29, 48). Le nombre d’espéces observées variait entre
486 et 833 sur le chanfrein et entre 25 et 41 dans la narine. Plusieurs indices ont permis de
démontrer des résultats similaires : I'indice de Chao 1, qui estime la richesse quantitative des
especes, et lindice de diversité de Shannon qui prend en compte I|’abondance et
I’lhomogénéité de la répartition des especes. La majorité des zones poilues ont des indices,

de Chao 1 et de Shannon, plus élevés que les muqueuses. (3)
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On peut observer des différences de regroupements dans les échantillons prélevés a la
surface des muqueuses, des jonctions muco-cutanées ou des zones poilues

Lorsque lI'on regarde sur chaque site cutané, on observe des différences dans la
répartition du microbiote cutané. Si on s’intéresse d’abord aux phyla présents, dans des
régions comme les aisselles, la face interne des pavillons auriculaires, le chanfrein ou la peau
interdigitale (zones poilues) on trouve, en majorité, le phylum Proteobacteria suivi des phyla
Bacteroidetes et Actinobacteria. En comparaison, sur la peau périanale, on trouve toujours
Proteobacteria majoritaire mais suivi de Firmicutes puis Bacteroidetes puis Fusobacteria et

Actinobacteria. (3, 36)

Si on regarde au niveau du taxon suivant c’est-a-dire celui des classes, on trouve les
Betaprotéobactéries comme la classe la plus courante dans les zones poilues comme la face
interne du pavillon auriculaire, la zone dorso-lombaire, les oreilles et l'aine. Les
Alphaprotéobactéries sont retrouvées, majoritairement, sur le chanfrein et les
Gammaprotéobactéries au niveau des commissures labiales et des narines. On peut
observer, majoritairement, des Actinobactéries au niveau de l'aisselle et de la peau
interdigitale et la classe Bacilli autour de la région périoculaire. La région périanale héberge

des bactéries classées dans les taxons Clostridia et Bacteroidia. (3, 36)
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La famille Oxalobacteriaceae (Phylum Proteobacteria, Classe Betaproteobacteria et
Ordre des Burkholderiales) représente le groupe le plus abondant, dans la plupart des
échantillons. La commissure des lévres est, majoritairement, colonisée par la famille des
Porphyromonadaceae et, plus particulierement, par le genre Porphyromonas spp. (Médiane
a 7,95 %, p = 0,0006) et les narines hébergent plutét des bactéries de la famille des
Moraxellaceae qui sont significativement plus abondantes sur cette localisation que sur les
autres sites cutanés (médiane a 33,1% et p = 0,0001). (3) Le menton héberge plutét des
membres de la famille des Pseudomonadaceae que I'on retrouve, aussi, sur I'abdomen et
dans les espaces interdigités. Sur ces deux zones, on retrouve, majoritairement, des
bactéries des familles Enterobacteriaceae, Moraxellaceae suivi des cyanobactéries avec
Xenococcaceae. La zone dorsale et les aisselles hébergent des bactéries des familles

Moraxellaceae suivies de Bacilli et Lactobacillaceae.(36)

Le genre Ralstonia spp. (Phylum Proteobacteria, Classe des Betaprotéobactéries,
Ordre des Burkholderiales et Famille des Burkholderiaceae) est le genre le plus abondant qui
a été identifié. On le retrouve avec des médianes comprises entre 5 % du total des taxons
identifiés au niveau de la commissure des levres et jusqu’a 35 % dans la conjonctive. Il est
suivi de Moraxella spp. et Porphyromonas spp..(3) En revanche, dans I’étude de TORRES et
al. (38), il a été trouvé comme unité taxonomique opérationnelle (UTO) la plus abondante
Cutibacterium acnes (retrouvé sur plus de 80 % des abdomens et des aisselles des chiens de
I’étude et sur plus de 90 % sur les zones du cou dorsal) suivie de Corynebacterium spp. (plus
de 80 % des chiens sur les aisselles et plus de 90% des chiens sur la face dorsale du cou) et
Porphyromonas spp. De plus, Cutibacterium acnes a été isolé, majoritairement, de
I’épiderme et des follicules pileux de sept chiens sur onze soit 63,6 % des cas dans I'étude de
HARVEY et LLOYD de 1993 (43) ce qui souligne le fait qu’il représente un composant majeur
du microbiote cutané bactérien. Les différences entre ces études sont sGrement dues aux
méthodes d’évaluation du microbiote et des prélevements. D’autres genres sont retrouvés
en assez grande abondance : Haemophilus spp. (plus de 60% des abdomens des chiens de
I’étude, plus de 55 % des aisselles et plus de 70 % de la face dorsale du cou) et
Staphylococcus epidermidis, majoritairement localisé sur I'abdomen (plus de 55 % des

abdomens des chiens de I’étude). (38)
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Un probleme a été soulevé avec le genre Ralstonia spp. Il a été retrouvé a de

nombreuses reprises dans les controles environnementaux de plusieurs études du
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microbiote cutané et pourrait faire partie des contaminants provenant du laboratoire, des

kits de prélevement ou des réactifs.(32, 49)

2. Facteurs de variation
a) Physiologiques
(1) Le sexe

Concernant I'impact du sexe de I'individu sur le microbiote cutané bactérien, seules
guelgues études ont pu identifier des différences significatives entre les males et femelles.

(33)

Dans I'’étude de HARVEY et LLOYD, en 1995 (30), il a été montré que Micrococcus
spp. est, significativement, plus abondant chez les femelles que chez les males. Ces derniers
présentent une proportion plus importante de bactéries aérobies Gram négatives et

guelques Bacillus spp. (trouvées seulement chez trois méles de I’étude).

Une étude plus récente (2017) a rapporté des différences significatives entre des
chiens adultes, males et femelles sur I’'abdomen, le dos et les aisselles. (36) Chez les males,
on retrouvait, en plus grand nombre, des bactéries des genres Sneathia spp. et
Fusobacterium spp. (phylum Fusobacteria), Actinomyces (phylum Actinobacteria), Gemella
et Parvimonas (phylum Firmicutes) et Brevundimonas (phylum Proteobacteria). Les femelles
présentaient une plus grande abondance de bactéries de la famille des Enterobacteriaceae.

(36)

(2) L’age ou le stade physiologique

De la méme facon que chez I’homme, les micro-organismes présents sur la peau des

chiots leur ont été transférés par la mere.(35, 37)

Les adultes présentent une diversité bactérienne plus importante que les chiots, dans
leurs trois premieres semaines de vie. A l'intérieur de l'utérus, la peau est considérée
comme dépourvue de bactéries et de champignons. Au moment de la rupture de Ia

membrane amniotique, la colonisation de la peau par les micro-organismes commence. La
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chienne va déchirer avec ses dents, a la fois, la membrane amniotique et le cordon ombilical
puis leche ses chiots pour les nettoyer. Ce mécanisme, associé a la tétée et a la promiscuité
tres étroite entre les membres de la portée, favorise un transfert des microbiotes, cutané et

oral, de la meére a ses petits qui permet la colonisation des niches écologiques.(44, 50)

Le léchage permet le transfert de Staphylococcus pseudintermedius, majoritairement
présent, dans I'oropharynx et les voies respiratoires supérieures des chiens. Deux études ont
évalué la colonisation par Staphylococcus pseudintermedius et son portage chez le chiot et Ia
mere, en prépartum et en postpartum. Dans la premiéere étude, de ALLAKER et al., en 1992
(51), il est montré que Staphylococcus pseudintermedius colonise, graduellement, différents
sites cutanés, au cours des dix premiers jours de vie (au premier jour post partum, 8 chiots
sur 19 sont colonisés par Staphylococcus pseudintermedius a tous les sites étudiés :
abdomen, muqueuse orale, muqueuse anale et narines). Le nombre de colonies augmente,
significativement, aprés la mise-bas, pour les populations abdominales et de la bouche. Puis,
on peut observer une diminution significative entre le dixieme et le douziéme jour de vie. Un
des problemes de cette étude est que les chiots ont été accueillis dans un lieu
rigoureusement propre, rendant possible une sous-estimation du portage de Staphylococcus
pseudintermedius. En comparaison, dans I’étude de SAIJONMAA-KOULUMIES et LLOYD, en
2002, les chiots sont nés dans un environnement plus classique. Un jour aprés la naissance,
la colonisation par Staphylococcus pseudintermedius des muqueuses (Nez: 83% des cas,
bouche : 78 %, prépuce : 50 %, vulve : 40 %) est supérieure, chez les chiots, tandis que les
niveaux de colonisation des meres étaient plus élevés jusqu’a sept semaines postpartum. On
observe une diminution significative, a partir du sixieme jour de vie et jusqu’a sept semaines
post partum. La colonisation des chiots par Staphylococcus pseudintermedius est donc quasi

immédiate aprés la mise bas.(50)

(3) La race

Quelques études ont montré que le facteur race avait une importance modérée,
dans la composition du microbiote cutané du chien. En effet, la race explique 10 % des
distances non pondérées Unifrac et 9% des distances pondérées entre les échantillons.(32,

38) Les distances Unifrac représentent les distances phylogénétiques entre les taxons d’un

-49-



arbre phylogénétique. On les utilise pour comparer les similitudes entre des échantillons, les
distances non pondérées sont plutét une maniere qualitative de comparaison (présence ou
absence au sein d'un échantillon) alors que les distances pondérées sont plutot

quantitatives.

La premiére étude de CUSCO et al., de 2017, offre deux approches : I'analyse de chaque site
cutané, séparément, et prise en compte de la race dans un deuxieme temps ou analyse de
chaque échantillon des chiens rassemblés par race. Lorsqu’on analyse chaque site cutané,
par race, on observe des différences avec un indice alpha de 0,05. Les quelques différences

observées sont les suivantes :

- Le phylum Tenericutes est surreprésenté sur le chanfrein des Bouledogues francais
comparé aux West Highland White Terriers et Bergers allemands de |'étude.

- Les Bergers allemands présentent une forte abondance des familles
Dermabacteraceae au niveau des aisselles, Corynebacteriaceae et Williamsiaceae
dans les espaces interdigités alors que les Bouledogues francais présentent plutot
des bactéries des familles Burkholderiaceae et Bacillaceae aux aisselles, Gemellaceae

dans les espaces interdigités et Gordioniceae sur le dos et le menton.

Lorsque les huit sites de prélévement ont été regroupés pour obtenir des échantillons
individuels, seules trois familles sont ressorties avec des distributions différentes :
Sphingobacteriaceae et Dermabacteraceae chez les Bergers allemands et Enterococcaceae
chez les Bouledogues frangais. Tous ces taxons restent dans des quantités relatives tres

faibles en comparaison aux taxons du microbiote cutané principal.(32)

D’autres facteurs, liés a la race sont, la longueur des poils et I'odeur canine. Le
pelage représente la premiere ligne de défense contre les agents extérieurs et est, souvent,
décrit comme un piege, les bactéries se fixant dessus et n’atteignant pas la peau. (39) En
effet, dans I’étude de HARVEY et LLOYD, en 1995 (30), certaines différences ont pu étre
établies entre les chiens a poils courts et les chiens a poils longs. Chez les chiens a poils
courts, on retrouve, plus fréquemment, Micrococcus spp. et Clostridium spp. alors que les
chiens a poils longs possedent plus de streptocoques et de bactéries aérobies Gram
négatives. De plus, il a été montré que Micrococcus spp., les bactéries aérobies Gram

négatives et Bacillus spp. étaient plus fréquents sur le poil proximal que sur le poil distal, ceci
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pouvant s’expliquer par la pauvreté, de I'extrémité distale du poil en nutriments et en

humidité, a cause de son exposition a I’environnement.(52)

Des modifications des communautés microbiennes semblent liées a |'odeur
corporelle. En effet, chez les chiens de race Saint-Hubert, qui présentent une forte odeur
corporelle, une abondance particuliére des genres Psychrobacter spp. et Pseudomonas spp.
a été observée.(33, 53) En s’intéressant aux proportions relatives de chaque taxon, une
réduction significative de la diversité alpha des bactéries, sur la peau de chiens dégageant
une mauvaise odeur a été observée, indépendamment du site corporel de prélevement.
Psychrobacter spp. est significativement plus présent sur les aisselles et le dos des chiens

malodorants, Pseudomonas ne I'étant que sur les aisselles.

De plus, chez des chiens cliniguement sains mais avec une odeur corporelle forte,
Staphylococcus spp., Staphylococcus pseudintermedius et Malassezia spp. ont été isolés en
fortes proportions. (54) Il a été prouvé, grace a PCR quantitative, que Corynebacterium spp.
et Staphylococcus spp. n’étaient pas impliqués dans la mauvaise odeur corporelle car ces
deux genres bactériens ne sont pas, significativement, plus représentés que chez les chiens

du groupe controle.(53)

L'étude de TORRES et al. (38), a trouvé des différences significatives entre les
échantillons regroupés par age et par race, en utilisant les distances UNIFRAC non pondérées

mais I'article ne donne pas plus de précisions.

Méme si certaines études suggerent un role de I’age, du sexe ou de la race dans les
variations du microbiote cutané bactérien, I'impact de chaque facteur reste inconnu du fait

du nombre restreint d’études sur le sujet et des tailles réduites des cohortes. (35)
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b) Environnementaux

(1) Lieu et mode de vie

Il existe trois facteurs permettant de caractériser I’exposition d’un chien a un
environnement microbien : le lieu de vie, le mode de vie et I'environnement d’exercice (qui
est marginal). Des chiens vivant en milieu urbain, exposés a un environnement urbanisé (par
exemple des chiens vivant avec une seule personne dans un appartement), ont un
microbiote cutané différent de celui des chiens vivant, dans le méme environnement, mais
avec un mode de vie plus rural (par exemple présence de plus d’animaux dans le foyer).
Cette étude a montré que I'exposition active (le mode de vie) ou I'exposition passive (le lieu
de vie) influencent, indépendamment l'une de l'autre, les communautés bactériennes
cutanées. Un mode de vie rural et son environnement sont associés a un accroissement du
nombre de bactéries provenant des sources environnementales, comme le sol et |'eau, au
sein du microbiote cutané. On trouve des bactéries des genres Bradyrhizorium spp.
(Alphaproteobacteria) ou Acinetobacter spp. alors que sur un chien de milieu urbain, on
trouve plutot des bactéries des genres Chroococcidiopsis spp. (Cyanobacteria, souvent
retrouvé dans les milieux construits), ou des taxons liés a 'homme, comme Propionicicella
spp. et Friedmanniella spp. (Actinobacteria). On observe aussi une homogénéisation du

microbiote cutané du chien vivant en milieu urbain.

II'y a plus de similitudes entre les microbiotes de deux chiens vivant en milieu urbain
, . . , . . - . - . . .
gu’entre le microbiote d’un chien vivant en milieu urbain et celui d’un chien vivant en milieu
rural. Le microbiote cutané devient un indicateur important de [I’exposition a

I’environnement. (55, 56)

(2) La chaleur et I'humidité

Dans les facteurs environnementaux influengant la composition ou la répartition du
microbiote cutané bactérien, les conditions climatiques jouent un réle par la présence, plus
ou moins importante, d’humidité a la surface des différentes zones du corps. C'est un des
principaux facteurs modulant les populations bactériennes et explique, en partie, la
répartition du microbiote en fonction de la localisation anatomique. Il existe deux types de
zones : les surfaces seches qui comportent des populations plus réduites et des surfaces plus

fermées comme les aisselles, le nez, les espaces interdigités qui ont une diversité et un
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nombre plus important de colonies. (44) Dans ces espaces fermés, on peut observer une
augmentation de I'humidité ainsi qu’une augmentation de la température responsables de
I"augmentation du nombre de bactéries de type Gram négatives sur la peau. Une étude, chez
des bovins, a montré qu’il était nécessaire d’avoir a la fois une forte humidité et une

température élevée pour observer cet effet. (39)

Dans I'étude de TORRES et al., de 2017, des indices de Shannon élevés ont été
observés sur tous les échantillons regroupés par saison mais pas de différence significative
en utilisant la diversité alpha. Mais, en utilisant les distances UNIFRAC, des différences
significatives ont été observées pour les échantillons classés par saison (p = 0,003). Le seul
taxon d’abondance relative suffisamment grande est la classe des Actinomycetes que I'on
retrouve en plus faible abondance en été, tout comme le genre Actinomyces spp. Un
probléme se pose quant a la véracité de cette information car les Actinomycétes étant des
bactéries du sol et de I'eau, et les chiens passant plus de temps a I’extérieur en été, ce taxon

pourrait étre qu’un contaminant extérieur. (38)
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Il a été remarqué une variabilité au sein des échantillons récoltés dans une méme saison. Il
faudrait prélever des échantillons pendant plusieurs années afin de voir s’il y a un vrai effet

saisonnier ou s’il s’agit d’une variabilité d’échantillon.(38)
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(3) Effets de la cohabitation intra-espéce et inter-espéce
(chien-homme)

Peu nombreuses sont les études de I'effet de la cohabitation intra-espece sur le
microbiote cutané bactérien. Nous avons déja étudié |'effet du microbiote de la mére sur
celui de son petit, a la naissance. Dans |'étude de TORRES et al., en 2017, les distances
UNIFRAC ont révélé que la cohabitation de deux chiens avait un role significatif sur les
communautés bactériennes de la peau. Ainsi, deux chiens vivant ensemble présentent plus
de similarités dans la composition de leurs microbiotes cutanés que deux chiens vivant
séparément. Or, deux chiens ayant, entre eux, moins de contacts, directs et étroits, qu’un
chien avec propriétaire, la cohabitation chien - chien possede un impact plus faible que la

cohabitation chien-homme sur le microbiote cutané. (38, 57)

Si aucune étude ne montre l'effet de la cohabitation homme — chien sur le
microbiote cutané du chien, des études se concentrent sur |’effet inverse. Nous I'étudierons

dans la partie consacrée au microbiote humain.

c) Pathologiques

La peau des chiens étant recouverte quasi entierement de poils, cela crée un
écosysteme particulier et assez homogene pour les micro-organismes. Certains troubles
cutanés montrent une affinité plus ou moins importante pour certains sites cutanés ou

certaines races. (36)

Une étude montre que la diversité bactérienne est réduite chez des chiens
présentant des troubles allergiques cutanés, des plaies, des ulceres, des érosions, en
comparaison avec des individus sains, avec un indice de Shannon significativement plus petit
(p< 0,002). 46,2 % des chiens possedent entre deux et cing especes différentes sur la totalité
de la flore cutanée alors 18,6 % des chiens ont leur peau dominée par une seule espece
(représentant 90 % d’abondance relative). Les bactéries les plus fréquentes sont:
Staphylococcus pseudintermedius chez 71,8% des chiens, Staphylococcus schleiferi chez 25 %

des chiens. (28, 35)

-54-



Les bactéries anaérobies étant, le plus souvent, trouvées en abondance dans les
sécrétions gastro-intestinales, on peut les retrouver suite a des contaminations fécales. Elles
peuvent causer des infections des tissus mous. Chez le chien et le chat, on trouve:
Actinomyces spp., Clostridium spp., Peptostreptococcus spp. Bacteroides spp.
Fusobacteriuem spp. et Prevotella spp. dans les granulomes, cellulites, abces, fistules et

pyodermites superficielles. (40)

Dans la suite de cette partie, on va s’intéresser principalement a la dermatite

atopique et aux troubles séborrhéiques du chien.

(1) La dermatite atopique (DA)

La dermatite atopique (DA) est une maladie cutanée, inflammatoire et prurigineuse,
avec des prédispositions génétiques (West Highland White Terrier, Labrador, Shar Pef, ...),
affectant jusqu’a 10 % des chiens dans le monde. Le plus souvent, cette affection est
associée a des immunoglobulines de type E (Ig) dirigées contre des allergenes
environnementaux. Les signes cliniques ne sont pas pathognomoniques (blépharites,
chéilites, otites, pododermatites, atteinte des grands plis et des faces médianes des
membres) et le diagnostic repose sur l'ensemble des éléments anamnestiques et

cliniques.(37, 58, 59)

Les chiens atteints de DA possédent une diversité microbienne plus faible, dans les
zones poilues et les muqueuses, que les chiens sains. En moyenne, sur les sites cutanés
|ésés, on retrouve les phyla et genres bactériens présents sur la peau saine mais avec des
abondances relatives plus importantes: Staphylococcus spp., Corynebacterium spp.,
Psychrobacter spp., Trichococcus spp., Brachybacterium spp. et Porphyromonas spp., avec
une prédominance des deux premiers genres. Les taxons peu représentés sur la peau saine
(moins de 1 %) étaient souvent absents sur les peaux allergiques (2, 3, 35, 36, 60—62). Le
genre Staphylococcus est le plus impliqué dans la DA. Staphylococcus pseudintermedius est
une bactérie aggravant considérablement les signes cliniques chez I’animal. (60) Le
microbiote cutané peut étre une cause d’infections secondaires (telles que des pyodermites)

qui peuvent influencer la sévérité de la DA en modifiant les caractéristiques de la peau et
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donc son rble de barriere. La corrélation entre les deux a été démontrée dans I'article de
BRADLEY et al., en 2016.(60) Chez des chiens chez lesquels une DA a été induite,
expérimentalement, par linjection sous-cutanée d’allergénes environnementaux, des
populations plus élevées de Staphylococcus spp. ont été observées en comparaison au site

controlatéral témoin.(62)
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Figure 7. Bacterial phyla and families in allergic versus healthy dogs Average of most common bacterial phyla and families
identified in axilla, groin, interdigital skin and nostril in allergic and healthy dogs.
doi:10.1371/journal pone0083197 g007

Figure 11: Comparaison des phyla et familles bactériens chez les chiens allergiques et les

chiens sains a différentes localisations cutanées. (3)

Le traitement de la DA avec des glucocorticoides, de la ciclosporine ou des
antibiotiques, se traduit par une amélioration des |ésions, du prurit et une ré-augmentation
de la diversité bactérienne.(60) Un traitement topique, seul, consistant en un shampooing
antiseptique, deux fois par semaine, pendant trois semaines, a permis d’améliorer les signes
cliniqgues mais avec un effet modéré sur la diversité microbienne se traduisant, toutefois, par

une différence entre les chiens atteints et sains. (61)
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(2) La séborrhée

Deux études se sont intéressées a la séborrhée (EKS) chez le chien. Pour rappel, la
séborrhée est « une atteinte cutanée chronique caractérisée par la production excessive de
squames et des altérations des lipides de surface (d’origine sébacée et épidermique) » (63)
Cet état va compléetement changer I'écosystéme des micro-organismes entrainant des
modifications du microbiote cutané. Certaines races sont prédisposées comme le Cocker, le

Springer Spaniel, le West Highland White terrier ou le Basset Hound.(64, 65)

Une étude comparant les microbiotes cutanés bactériens de chiens a peau saine et
de chiens a peau séborrhéique a démontré une différence significative a la fois quantitative
et qualitative. Du cOté quantitatif, en moyenne, 16 150 micro-organismes par centimétre
carré ont été récoltés sur la peau séborrhéique comparativement a 329 chez les chiens sains
(il faut prendre en compte la méthode d’analyse qui est par culture et isolation sous-
estimant ainsi grandement la quantité réelle mais nous donnant quand méme une idée de la
différence). Au niveau qualitatif, des coques a coagulase négative composaient a 89% de la
flore totale chez les chiens sains, sans aucune trace de Staphylococcus aureus. Chez les
chiens atteints de séborrhée, 33 % hébergeaient des coques a coagulase négative et 62 %
des Staphylocoques aureus (lorsqu’il était présent, il représentait 90% de la flore totale).(31)
L’effet du traitement de deux causes de séborrhée (liée aux gonades ou a I’hypothyroidie) a
été étudié sur trois chiens. Apres castration ou supplémentation en hormone thyroidienne, il
a été observé une diminution significative (p < 0.01) du nombre de micro-organismes :
347 114 organismes par centimétre carré, en moyenne, avant traitement contre 994, apres
traitement. De méme, on remarque une différence de la composition du microbiote aprés
traitement : il ne reste plus que des coques a coagulase négative comme organismes
majoritaires sur la peau. Un seul chien, traité avec des hormones thyroidiennes, montrait
encore des zones lésionnelles, avec une flore composée, majoritairement, de Staphylococcus

aureus, il s’est, toutefois, amélioré au cours du temps. (65)
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(3) Les pyodermites

Plusieurs facteurs peuvent prédisposer un chien aux pyodermites comme des
maladies endocriniennes, des hypersensibilités ou des génodermatoses.(66) Il a été montré,
qgue dans les zones lésionnelles et les zones saines, les chiens atteints de pyodermites
présentaient des populations importantes de Staphylococcus pseudintermedius. Quelques
études ont montré que la croissance de Staphylococcus pseudintermedius était plus
abondante dans les zones atteintes de furonculose, que le portage de Staphylococcus
pseudintermedius, chez les chiens atteints de pyodermites, était plus important sur
I'abdomen et que les zones non lésionnelles, mais adjacentes aux zones affectées,
présentaient des populations plus importantes de staphylocoques pathogénes. On peut en
déduire que les maladies sous-jacentes citées plus haut créent un environnement favorable

a la contamination et a la prolifération bactérienne. (39)

Les microbiotes a la fois de 'homme et du chien ont été décrits dans plusieurs
études mais le microbiote cutané félin a fait I'objet de peu d’études dont la majorité se

concentrent sur Staphylococcus spp. du fait de son réle dans les maladies dermatologiques.

B. Le microbiote cutané du chat
1. Composition et répartition
a) Généralités

Jusque tres récemment, le microbiote cutané félin n’avait pas été décrit en utilisant
le séquencage de nouvelle génération. Il est maintenant connu comme chez le chien que les
communautés bactériennes sont réparties en fonction du site cutané et que leur diversité

est bien plus grande que celle décrite dans des études basées sur la culture.(67, 68)

Comme chez le chien et 'homme, les phyla majoritaires chez les chats sont:
Proteobacteria (44,03 % - 46,4 %), Firmicutes (17,7 % - 21,04 %), Bacteroidetes (16,65 % -

20,7 %), Actinobacteria (8,6 % - 10,38%) et Fusobacteria (4,1 %) mais avec des proportions
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différentes. Pour rappel, chez le chien on trouve, d’abord, Proteobacteria puis Firmicutes,

Actinobacteria et Bacteroidetes. (68, 69)

Les familles les plus fréquemment identifiées sont: Porphyromonadaceae,

Moraxellaceae, Pasteurellaceae et Pseudomonadaceae. (68)

Une étude basée sur la culture de plusieurs sites cutanés, chez dix chats considérés
sains, a rapporté une prédominance des genres: Micrococcus spp., Acinetobacter spp.,
Streptococcus spp. avec une faible abondance de staphylocoques. Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas spp., Alcaligenes spp. et Bacillus spp. ont été isolés mais plus
rarement. (2) Au sein des staphylocoques identifiés, Staphylococcus simulans est le plus
souvent isolé avec une abondance de 43,9 %, Staphylococcus pseudintermedius arrive en
deuxiéeme position avec une abondance de 13,5 %. Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus et Staphylococcus aureus représentent a eux trois 32,2 % du total des
staphylocoques, les autres espéces comme Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus warneri ou

Staphylococcus saprophyticus seulement 10,4 %.(70, 71)

Une particularité de I'espece féline est sa « propreté », ainsi sur prés de 50 % des
sites cutanés prélevés dans cette étude, aucune bactérie n’a pu étre isolée. Il est tres peu
probable que ces sites soient en effet stériles ainsi I'incapacité a récolter et isoler des
bactéries est sirement due a la méthode d’échantillonnage associée a la méthode de culture

et a la plus faible abondance bactérienne globale. (2)

b) Flore résidente ou transitoire ?
Comme chez le chien, les populations bactériennes présentes sur la peau du chat
sont subdivisées en flore résidente et en flore transitoire.

La flore résidente comprend Micrococcus spp., les staphylocoques a coagulase
négative, en particulier Staphylococcus simulans, des streptocoques alpha-hémolytiques et

Acinetobacter spp. (40)
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La flore transitoire comprend: des streptocoques béta-hémolytiques, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp.

et des staphylocoques a coagulase négative autres que Staphylococcus simulans.(40)

Les staphylocoques a coagulase positive comme Staphylococcus aureus et
Staphylococcus pseudintermedius sont tres fréquemment isolés a partir de la peau normale
des chats (approximativement un échantillon sur trois en diagnostic de laboratoire (72)) et

devraient étre considérés comme faisant partie de la flore résidente. (40)

c) Composition du microbiote cutané en fonction de la localisation
sur le corps

Comme chez le chien, le microbiote cutané varie avec la localisation cutanée du fait
des modifications de I’environnement local (présence de poils, sécrétions, température,
humidité, ..) et de I'exposition aux micro-organismes (importance du contact avec
I’environnement, toilettage, zones en contact avec les muqueuses, ...). L'étude de KROGH et
KRISTENSEN (67), basée sur les méthodes de culture, a étudié les bactéries présentes sur
différentes zones du corps de dix chats sains. Les résultats sont a prendre avec précaution
car il n'y a eu aucune étude statistique, mais cette étude nous permet d’avoir une idée des
changements. Micrococcus spp. est trouvé plus fréqguemment dans la région pariétale de la
téte. La zone lombaire abriterait le microbiote le plus pauvre. Chez le chat, le pavillon
auriculaire serait le plus riche contrairement aux muqueuses et canal auriculaire. Les zones
poilues et riches en sébum possédent les plus grandes richesse et diversité bactériennes

suivie des muqueuses buccales.(15)

D’apres les résultats de |'étude de OLDER et al., en 2017 (68), les bactéries
appartenant au phylum Proteobacteria seraient en plus grand nombre sur toutes les zones
du corps. Toutefois, le phylum Bacteroidetes est abondant sur toutes les zones du corps et
plus abondant chez le chat que le chien. Ceci est sGrement lié au fait qu’on le retrouve
majoritairement dans la cavité orale des chats et, donc, a I'activité de toilettage que I'on que

tres peu chez le chien.
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Figure 12: Abondance relative des taxons observés sur différents sites cutanés chez le chat
sain (68)

2. Facteurs de variation
a) Physiologiques
(1) La race

Plusieurs races félines sont considérées « a risque » pour certaines infections
cutanées. On peut penser aux Persans avec la dermatophytose ou aux Devon Rex avec les
dermatites a Malassezia. Potentiellement, la prédisposition de ces races a ces infections

cutanées pourrait étre reliée au microbiote. (69)

L'étude de OLDER et al., de 2019 (69), a prélevé des chats de cing races ayant
chacune, un phénotype de poil particulier. Ces phénotypes peuvent constituer des
microclimats différents (teneur en lipides, humidité, ...) influencant la composition et la
diversité du microbiote. Une hypothese a été émise pour cette étude : les communautés
microbiennes des différentes races varient en raison des différences de génotype qui

entrainent des phénotypes qui affecteraient le développement et le maintien du microbiote.
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Dans cette méme étude, il a été trouvé que les Devon Rex possédaient une plus petite
diversité bactérienne que les Bengals en comparant les indexes de Chao et de Shannon. Les
plus grandes différences étaient surtout observées sur le dos et dans le canal auriculaire.
Lorsque seul le dos était évalué, les Sphynx possédaient une plus grande diversité
microbienne que les autres races. En comparant les diversités béta, qui rendent compte de
la répartition des micro-organismes dans un échantillon, elles sont significativement
différentes dans les échantillons du dos chez les différentes races de chats. Des bactéries de
la famille Veillonellaceae, que I’'on retrouve plutot dans le tractus gastrointestinal de
I’'homme ou des animaux, a été retrouvé en plus grande quantité chez les Sphynx (tous sites
cutanés confondus), tout particulierement dans leur canal auriculaire. Des genres, comme
Porphyromonas spp. ou Lactobacillus spp., montraient des abondances significativement
différentes entre les races de chats : ils étaient plus abondants chez le Sphynx et le Cornish
Rex, respectivement. Par contre, lorsqu’on compare les chats en fonction de leur longueur
de poil, aucune différence significative n’est trouvée. Toutefois, il semble que les chats
possédant des poils courts ou trés courts (Devon et Cornish Rex ou Sphynx) ont des

communautés bactériennes cutanées plus diverses que les chats a poils plus longs. (68, 69)
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Figure 13: Abondance relative des taxons bactériens retrouvés chez différentes races et chez
les chats vivant en extérieur ou intérieur strict (69)
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(2) L’age et le sexe

Une seule étude a évalué I'influence de I'dge et du sexe sur le microbiote cutané du
chat. Il a été remarqué que les femelles possédaient des communautés bactériennes plus
diverses que les males. De plus, les chats de plus de sept ans possedent des communautés

bactériennes plus diverses que les chats agés entre un et sept ans. (69)

b) Environnementaux

(1) Le lieu de vie

L'étude de OLDER et al., de 2019 (69), a comparé les microbiotes de chats gardés
strictement en intérieur a ceux de chats vivant strictement a I’extérieur. L’hypothese que les
chats vivant a I’extérieur auraient une communauté microbienne plus diverse et de
composition différente de celle des chats d’intérieur, du fait de leur exposition plus
importante aux microbes et de conditions environnementales moins stables, a été posée en
début d’étude. Un genre bactérien montre des différences significatives entre les chats
d’intérieur et d’extérieur toutes localisations cutanées confondues : Corynebacterium spp.
qgue I'on retrouve en plus grande quantité chez les chats d’intérieur (Abondance relative de
5,7 % chez les chats d’intérieur contre 1,9 % chez les chats d’extérieur). Finalement,
I’hypotheése initiale s’est révélée erronée : en termes de nombre de taxons différents, il n’y
pas de différence significative. Cela se joue plutot sur les abondances relatives, sauf pour la
cavité orale. En effet, le microbiote oral est fortement lié au régime alimentaire de I’animal
et le chat d’extérieur a acces a des sources de nourriture plus diverses. Du fait de I'activité
de toilettage importante chez le chat, la peau est contaminée par d’autres bactéries, au

moins transitoirement. (33, 69)
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Figure 14 : Bactéries trouvées en abondances différentes entre les chats d'intérieur et

d'extérieur (tous sites cutanés confondus) (69)

(2) La cohabitation inter-espéce : chat — homme ou chat -
chien

L’étude de Ross et al., en 2018 (73), a montré que seuls les chats vivant strictement
a lintérieur ont des communautés microbiennes similaires a leurs propriétaires, en
comparaison aux chats vivants a I’extérieur, dans des fermes. L'abondance plus importante
de Corynebacterium spp. chez les chats d’intérieur, genre que I'on retrouve majoritairement
sur la peau humaine, n’est pas surprenante du fait des contacts rapprochés entre le chat et
son propriétaire. De plus, dans cette étude, 11 chats sur les 12 vivant en intérieur vivaient,

aussi, avec un chien et partageaient des populations microbiennes avec le chien. Cela peut
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étre dQ au fait que le chien raméne, dans la maison, des microbes, trouvés habituellement

dans le sol, qui sont transféré aux chats via I’environnement et le contact direct.

c) Pathologiques

Dans I’étude de DEVRIESE et al., de 1984 (72), 47 souches de staphylocoques ont été
identifiées a partir de Iésions cutanées de chats. On trouve, par exemple, dans les abces ou
les folliculites du menton, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et
Staphylococcus simulans, Staphylococcus aureus dans les pyodermites, les dermatites

allergiques de contact, les fistules.

Les souches issues de lésions superficielles sont largement soumises a la
contamination rendant, difficile l'interprétation de leur rble pathogénique. La nature
sporadique des infections a staphylocoques chez le chat peut potentiellement étre expliquée
par le fait que les pathogénes majeurs: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
pseudintermedius et Staphylococcus hyicus ne font pas partie de la flore commensale des
chats. (72) De plus, Il a été montré que certains staphylocoques, comme Staphylococcus
intermedius ou Staphylococcus aureus sont moins aptes a adhérer aux cornéocytes des chats
gu’a ceux des chiens. Cette information peut probablement expliquer I'incidence plus faible

des infections cutanées staphylococciques chez le chat. (74, 75)

Contrairement aux échantillons des chats sains, ceux des chats considérés
allergiques (c’est-a-dire présentant un historique de prurit, un prurit cervico-facial, une
alopécie induite par le léchage, une dermatite miliaire, ...) ne se regroupent pas en fonction
de la localisation cutanée. On retrouve les mémes phyla mais dans un ordre d’importance
décroissante différent : on a ainsi Proteobacteria (49,0 %) suivi de Firmicutes (21,5 %) puis
Actinobacteria (13,7 %), Bacteroidetes (11,2 %) et Fusobacteria (3,0%). Au niveau des
familles, on trouve, en majorité : Pseudomonadaceae, Moraxellaceae, Pasteurellaceae et
Neisseriaceae. Les échantillons provenant de peau poilue contenaient plus de Firmicutes et
notamment des Clostridiales. Certaines familles sont présentes en quantités

significativement différentes entre les chats sains qui hébergent plus d’Oxalobacteraceae,
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Alicyclobacillaeae, Sphingobacteriaceae et Chitinophagaceae alors que les chats allergiques
qui hébergent, plutét, des bactéries des familles Bradyrhizobiaceae, Prevotellaceae,
Virbionaceae et Halomonadaceae. De plus la proportion en Staphylococcus spp. est

significativement plus importante chez les chats allergiques.(68)

Malgré le peu d’informations sur le microbiote félin, on peut quand méme en tirer
les axes importants de la composition du microbiote cutané. Nous allons passer a I’étude du

microbiote humain.

C. Le microbiote cutané de ’'Homme
1. Composition et répartition
a) Généralités

Chez 'homme, le génome est a 99,99% identique entre les individus. Tous les
micro-organismes présents sont responsables d’une variation génétique importante. En
effet, il existe plus d’un million de genes dans le microbiome comparés aux 23 000 genes du

génome humain. (15)

Une étude importante basée sur des écouvillons cutanés superficiels, permettant
d’évaluer les microbiotes cutanés de divers animaux (sauvages, d’élevage, de zoo et
domestiques), a démontré qu’une grande majorité d’animaux possédaient un microbiote
plus divers et des communautés microbiennes cutanées distinctes comparées aux

échantillons des hommes. (73)

Le nombre de micro-organismes présents sur la peau humaine varie entre 103 et
10°, par centimétre carré. Sur les 1200 espéces identifiées chez ’lhomme, appartenant a une
vingtaine de phyla, une tres large majorité (92,3 a 97 % selon les études) proviennent

seulement des quatre phyla suivants : (15, 33, 76—78)

- Actinobacteria (36,6 - 52 %): on retrouve majoritairement Micrococcus spp.
Corynebacterium spp. et Cutibacterium spp.

- Firmicutes (24 — 34,4 %) : Lactobacillus spp., Staphylococcus spp. et Streptococcus
spp.
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- Proteobacteria (11,9 - 16 %) : Paracoccus spp. Haematobacter spp. Sphingomonas

spp.

- Bacteroidetes (5 —9,5 %) : Prevotella spp. Porphyromonas spp. Flavobacterium spp.

On remarqgue que ces phyla sont majoritaires chez le chien et chez chat mais dans des

proportions différentes.
60,00%
50,00%
40,00%

30,00%

20,00%
- I I I I I I
o0 [] I ™

Proteobacteria Firmicutes Bacteroidetes Actinobacteria Autres

B Chien ®Chat B Homme

Figure 15 : Comparaison des proportions de chaque phyla majoritaire chez I'homme, le chien

et le chat (Source : M.TABEY)

Trois genres, seulement, représentent plus de 62 % des séquences totales identifiées :

Corynebacteria a 22,8 %, Propionibacteria a 23 % et Staphylococci a 16,8 %. (78)

b) Flore résidente ou transitoire ?

Chez ’lhomme, on classe dans la flore résidente, une majorité de bactéries qui sont
Gram positives comme : Cutibacterium spp., Corynebacterium spp., Brevibacterium spp.
Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Kytococcus spp., Dermatococcus spp et Kocuria spp..

Chez les Gram négatives on trouve surtout Acinetobacter spp.(79)
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c) Composition du microbiote cutané en fonction de la localisation
sur le corps

Chez ’homme, la peau offre trois types de micro-habitats modulant la composition

du microbiote cutané : les zones humides comme les aisselles, le périnée, les espaces

interdigitaux ; les zones sébacées comme la téte, le cou, le dos, le décolleté, les zones

séches comme les avant-bras et les jambes. En proportion de la surface totale du corps, les
jambes en représentent 18 %, chacune, les bras, la téte, I'abdomen 9%, chacun, et le tronc
les 37% restants. Les zones considérées comme riches en microbiote, c’est-a-dire les zones
humides, comme la région périnéale ou la région axillaire, représentent moins de 2 % de la
surface totale. Les sites classés comme sébacés sont les plus stables dans le temps, comparé
aux sites secs comme les paumes de mains ou les avant-bras. Du fait des nombreux
microclimats qu’offre la peau, le microbiote cutané humain est plus diversifié que celui des

intestins ou de la bouche. (48, 76)

Dans I’étude de COSTELLO et al., en 2009 (77), il a été montré, a I’aide des distances
UNIFRAC, que des clusters importants se créaient plus par sites cutanés que par individu ou
par sexe. Ainsi, les communautés bactériennes sont déterminées, prioritairement, par le site

cutané.

D’aprés les méthodes de culture, Cutibacterium acnes et Staphylococcus spp. sont
prédominants dans les sites sébacés, Corynebacterium spp. et Staphylococcus spp. sur les
sites humides, les bactéries de la classe des Bétaprotéobactéries ou des Flavobactériales

seront trouvées sur les sites secs. (48, 76)

Lorsque le microbiote cutané humain a été étudié avec les nouvelles techniques de
séquencage, on a retrouvé, a peu pres, les mémes informations qu’avec les méthodes

traditionnelles : (29, 76—78)

- Dans les zones sébacées: Cutibacterium spp., majoritairement (60 a 80 %

d’importance), et quelques Flavobactériales et Bétaprotéobactéries, en plus faibles
proportions.

- Dans les zones humides : Dominance de Staphylococcus spp. (aisselles et plante des

pieds) et Corynebacterium spp. (creux poplités, ombilic) et d’autres bactéries Gram

négatives aérobies.
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- Dans les zones séches : importance des phyla Proteobacteria et Bacteroidetes. Pour

comparaison avec les sites sébacés, Cutibacterium spp. est présent entre 20 a 40 %

du temps dans les échantillons.

Une étude a permis d’isoler 4742 UTO a partir des paumes de mains de 51 adultes sains,
31,6 % des séquences provenaient de Cutibacterium spp., 17,2 % de Streptococcus spp.,
8,3 % de Staphylococcus spp., 4,3 % de Corynebacterium spp. et 3,1 % de Lactobacillus spp.
(80)

Pour résumer, le phylum Proteobacteria est majoritairement présent sur les zones
séches, comme les bras, alors qu’on trouve plutét des bactéries du phylum Actinobacteria
sur le reste du corps. Les zones comme le creux poplité ou la plante des pieds accueillent

une majorité de staphylocoques.
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Complémentairement a I'importance de la localisation, il existe aussi de fortes
similitudes entre les c6tés gauche et droit d’'un méme corps. En effet, les microbiotes sont
les mémes, a droite et a gauche, pour une méme localisation, a I’exception des doigts qui
présentent le méme microbiote que la main correspondante. (77) De plus, le fait de
posséder une main « dominante », c’est-a-dire d’étre droitier ou gaucher, est un facteur de
variation du microbiote des paumes des mains. Généralement, la main dominante rentre en
contact avec plus de surfaces que la main non dominante ce qui expliquerait que certains

taxons soient présents en plus grandes quantités sur la main dominante. (80)

d) Le projet microbiome humain (HMP : Human Microbiome
Project)

Le Projet Microbiome Humain (HMP) a été lancé en 2007, par I'institut national de la
santé américain (National Institute of Health : NIH). Le but de ce projet est de montrer qu’en
surveillant I’évolution du microbiome humain, la santé humaine peut étre améliorée. En
effet, ce projet étudie le microbiome humain a I’aide d’échantillons provenant de volontaires
et de divers sites corporels (tractus gastro-intestinal, peau, vagin, ...) et cherche des
associations entre la modification du microbiome et I'apparition de maladies. De plus, une
tres large base de données a pu étre créée grace a I’étude des séquences d’ARNr 16S isolées
a partir des échantillons. Ce projet a grande échelle constitue une vraie ressource dans

I’étude du microbiome humain. (81)

2. Facteurs de variation

Plusieurs facteurs déterminent a la fois le nombre de micro-organismes présents sur
la peau ainsi que leur diversité. Comme chez le chien et le chat, il existe des facteurs
physiologiques, comme la région de la peau et sa composition (variations de pH, teneur en
acides gras, hydratation), ou le sexe et I’age, de méme que des facteurs environnementaux
comme |I'emplacement géographique, le mode de vie, ainsi que tout ce qui concerne I'état

de santé de I'individu.(76)
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a) Physiologiques
(2) Le sexe

Une différence significative, en termes de communautés bactériennes, a été
objectivée entre les hommes et les femmes, au niveau des mains. En effet, certains taxons
sont partagés entre les deux sexes mais, pour un certain nombre, les abondances relatives

sont différentes :

- Cutibacterium spp. est 37 % plus présent chez 'homme (hommes plus agés que 20
ans présentent des abondances relatives significativement plus importantes de
Cutibacterium acnes (82)

- Corynebacterium spp. est 80 % plus abondant chez ’lhomme

- Enterobacteriales : 400% plus abondant chez la femme

- Moraxellaceae : 180 % plus abondant chez la femme

- Lactobacillaceae : 340 % plus abondant chez la femme

- Pseudomonaceae : 180 % plus abondant chez la femme

De plus, les femmes semblent héberger une diversité bactérienne plus importante
que celle des hommes. Cette différence pourrait étre expliquée par des différences de pH de
la peau : les hommes ont, généralement, une peau plus acide que celle des femmes (22.23)
ce qui impacte la diversité microbienne qui est moindre en milieu acide (24-26). D’autres
facteurs explicatifs sont la production de sueur ou de sébum, la fréquence d’application de
cremes hydratantes ou autres cosmétiques, la production d’hormones et I'épaisseur de la

peau.(80)

(2) L'age

Tout comme chez le chat et le chien, le microbiote cutané évolue avec I'age : la

diversité augmente avec I'dge, tout comme la spécificité des localisations.

La naissance marque la transition entre une vie en milieu liquide, stérile, et une vie
en milieu aérien ou les interactions microbiennes sont nombreuses. La colonisation, pendant
et apres la naissance, coincide avec des changements dans la barriere cutanée. En effet, le

pH de la peau, l'activité sébacée et I’'humidité changent et influencent la composition du
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microbiote cutané. Entre la naissance et le troisieme mois de vie, la composition du
microbiote ne présente aucune variation. A partir de I’adge de trois mois, il a été observé un
début de diversification en fonction des sites cutanés. Les enfants agés de 3 a 52 semaines
présentent des proportions de Staphylococcus spp. plus élevées qui diminuent
progressivement ensuite. Cette importance est liée au fait que la couche cornée des
nourrissons est mieux hydratée que celle de I'adulte. Ainsi, le microbiote du nourrisson
ressemblerait davantage a celui des zones humides de I'adulte. Jusqu’a I'age de six mois, il y
a une prédominance, a la fois, des streptocoques et des staphylocoques qui représentent
40 % du microbiote total. On a remarqué une inversion avec I'dge, avec une diminution
importante de ces deux genres et une augmentation de tous les genres initialement
faiblement présents (moins d’1% d’abondance relative). A partir de I’age de six mois, le

nombre de bactéries se stabilise mais la diversification du microbiote continue.(83, 84)

Apres la premiére année de vie, on remarque que les phyla Bacilli (présent sur le
front et les bras) suivi de Clostridia (présent sur les fesses) et Actinobacteria (présent sur le
front) sont les plus présents chez les enfants. Les fesses des bébés et des jeunes enfants
possedent une microflore particuliere. Le genre Finegoldia est présent de maniére
importante. C’est une bactérie commensale, productrice de protéases, qui pourrait jouer un
réle dans le développement de l'irritation de la zone des couches. De méme, la colonisation
par Clostridium spp. et autres bactéries provenant du tractus gastro-intestinal est d(ie au fait
que la couche crée un micro-environnement dont la teneur en dioxygéne, le pH et la
capacité de rétention d’eau sont particuliers. Chez I'adolescent, a la puberté, les hormones
stimulent la sécrétion des glandes sébacées. Ainsi, on trouve plus de bactéries provenant des
milieux lipophiles, comme Corynebacterium spp. et Cutibacterium spp. qui deviennent

majoritaires. (84)

(3)  Cas particulier du nourrisson et de I'impact du mode
d’accouchement

Le microbiote de la peau se met en place pendant et apres la naissance, comme
chez les animaux. La différence, chez I'homme, réside dans le fait que lors d’un

accouchement par voie basse, le nourrisson sera colonisé, primairement, par des bactéries
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dites vaginales comme Lactobacillus spp., Prevotella spp., Seneathia spp. contrairement a la
chienne qui arrache la poche amniotique avec les dents induisant une colonisation par le
microbiote buccal. Lors d’'une césarienne, on observe plutét une colonisation de bactéries
issues de la peau maternelle comme Cutibacterium acnes, Staphylococcus spp. et
Corynebacterium spp. Dans une étude comparant I'impact des modes d’accouchement sur le
microbiote, il a été montré que lors d’accouchement par voie vaginale, le microbiote vaginal
d’'une mére est significativement plus semblable au microbiote cutané de son bébé plutot
gu’au microbiote des autres bébés nés de la méme facon. Ceci suggére que le microbiote
vaginal maternel est transmis verticalement a I’enfant. Contrairement a cela, le microbiote
cutané des meres qui ont subi une césarienne n’est pas plus semblable au microbiote de leur
propre enfant qu’a celui des autres méres. Cela suggére que I'exposition accidentelle au
microbiote du milieu hospitalier pourrait contribuer au microbiote du nourrisson né par

césarienne. (76, 83)

b) Environnementaux
(1) Localisation géographique et lieu de vie

Quelques études ont permis de démontrer un effet de la localisation géographique

et du lieu de vie sur le microbiote cutané.

Une premiére étude a évalué le microbiote des mains de femmes vivant aux Etats-
Unis comparé a celui de femmes vivant en Tanzanie. Les femmes américaines possédaient
de fortes quantités de bactéries des familles Propionibacteriaceae, Streptococcacea et
Staphylococcaceae alors que les femmes tanzaniennes possédaient plutét des bactéries
associées habituellement au sol : Rhodobacteraceae et Nocardioidaceae. Ces différences
sont probablement dues, a la fois, au mode de vie (les Américains passent plus de temps en
intérieur et sont au contact de surfaces séches alors qu’en Tanzanie, la population vit plus en
extérieur et pratique des activités impliquant un contact avec le sol, I'eau) et a

I’environnement. (85)

Une deuxieme étude s’est concentrée sur les avant-bras d’Amérindiens du
Venezuela comparés a ceux d’Américains de New York et du Colorado. Une différence

significative a été observée entre ces deux communautés : les échantillons américains
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étaient dominés par Cutibacterium spp. alors que les vénézuéliens étaient séparés en deux
groupes. Le premier montrait une diversité bactérienne similaire aux communautés
américaines et était dominé par Staphylococcus spp. alors que le deuxieme hébergeait plutot
un grand panel de Protéobactéries et la diversité était plus importante que celle des deux

autres groupes.(86)

Une troisieme étude sur les populations chinoises a montré une grande variation
entre les microbiotes cutanés de personnes vivant dans un milieu urbain comparés a ceux de
personnes vivant en milieu rural (et travaillant dans I'agriculture). Le genre Trabulsiella spp.
était plus abondant chez les populations urbaines, surtout au niveau du dos des mains, de la
glabelle et de l'intérieur des bras. On retrouve aussi Cutibacterium spp. en plus grande
abondance sur la glabelle des femmes urbaines alors que Corynebacterium spp. est en plus

grande quantité chez les femmes rurales. (87)

L'étude de HANSKI et al. (88) montre que des individus vivant dans un
environnement formé de foréts et de terrains agricoles possédent une diversité de
protéobactéries plus importante que des individus vivant dans des endroits plus urbains

avec des cours d’eau proches.

Ces études montrent, a la fois, un effet de I’ethnicité, associée a la localisation

géographique, et un effet des modifications du microbiote cutané dues au lieu de vie.

(2) Mode de vie

e L’hygiene des mains

Un facteur ayant un effet significatif sur la composition du microbiote est le temps
depuis le dernier lavage de mains. Cet effet serait plus prononcé que l'effet sexe. Des
bactéries provenant des taxons Propionibacteria, Neisseriales, Burkholderiales et
Pasteurellaceae, sont plus abondantes, longtemps aprées le lavage de mains, alors que des
staphylocoques, streptocoques et lactobacilles sont, relativement, plus abondantes juste
apres le lavage de mains. Deux hypothéses peuvent expliquer ces différences : soit les

étudiants de I’étude ne se sont pas suffisamment lavé les mains pour retirer la majorité des
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bactéries présentes a la surface de la peau, soit les communautés bactériennes recolonisent
la peau quelques heures aprés le lavage des mains. (80) On retrouve le méme effet lors du

lavage du corps a I'eau et au savon. (76)

e Roéle du régime alimentaire

Contrairement a nos animaux domestiques, qui pour la plupart, mangent de
I"aliment industriel supposé « équilibré », les hommes possédent différents régimes
alimentaires (omnivore, végétarien, végétalien, végan) qui peuvent avoir un impact sur le
microbiote cutané. En effet, il est nécessaire d’apporter une quantité adéquate de
nutriments dans notre alimentation afin d’entretenir tous les organes du corps. De
nombreux troubles cutanés peuvent étre associés a des carences nutritionnelles. (89) Cela
est d{ au fait que les nutriments (macronutriments comme les glucides, protéines, lipides ou
micronutriments comme les minéraux et vitamines) permettent de maintenir la fonction
barriere de la peau face aux agents pathogenes. Des carences ou des changements
d’alimentation peuvent modifier la structure de la peau. (90) Par exemple, un déficit en
vitamine A peut étre a l'origine d’'une hyperkératose avec un nombre moindre de glandes
sébacées et un blocage des glandes sudoripares. Au contraire, un excés de vitamine A peut

provoquer une perte de cheveux ou une desquamation. (91)

e L'utilisation de cosmétiques (79)

Les cosmétiques ont été créés dans le but d’avoir des effets spécifiques sur la peau.
Or, ceux-ci peuvent altérer le microbiote cutané en fonction de leur composition : ajout
d’antimicrobiens, de nutriments, d’inhibiteurs, ... Ces ingrédients peuvent agir directement
sur les caractéristiques de la peau, comme son pH, son hydratation, le taux de sébum, la
gualité du film lipidique, et, ainsi, modifier complétement le micro-environnement et, a long

terme, influencer la flore microbienne. (92)

Les antibiotiques présents dans des produits a destination des personnes acnéiques,

par exemple, ne semblent pas avoir d’effet sur le microbiote cutané a court terme. Les effets

-76 -



a long terme ne sont pas connus et difficiles a prévoir mais |'utilisation, importante ou
inadéquate, d’antibiotiques pourrait amener a une sélection de souches résistantes qui

peuvent disséminer le géne de résistance aux autres communautés cutanées.

Les conservateurs, présents dans ces produits, peuvent avoir une activité résiduelle.
Lors d’utilisation a long terme, ils peuvent altérer la flore cutanée. (79, 92) Une étude a
permis de montrer I'effet de certains conservateurs, que I'on trouve, souvent, dans les
cosmétiques, sur Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus.
Certaines combinaisons de conservateurs permettent par exemple d’inhiber les souches
pathogenes de staphylocoques, comme Staphylococcus aureus sans inhiber la croissance de
Staphylococcus epidermidis, considérée comme la souche la plus bénéfique pour la peau.

(92)

Le risque d’introduction d’agents pathogenes reste trés faible a condition que les

conditions de production soient respectées.

(3) La cohabitation

L'étude de SONG, de 2013 (57), a montré que l'unité familiale avait un effet
important sur la composition du microbiote cutané (tous sites cutanés confondus). En effet,
des membres d’un méme foyer possédent une diversité et une composition microbienne,
tres similaires. De plus, la peau est la niche écologique la plus affectée par cet effet du fait
du contact constant avec I’environnement extérieur. La contamination et le transfert des
microbiotes cutanés entre deux individus se fait plus facilement. Le fait de partager le méme
environnement de vie permet d’homogénéiser la composition bactérienne des surfaces
d’échanges, ceci incluant le corps humain. Deux partenaires vivant ensemble partageant
leurs microbiotes cutanés, une question se pose quant a I’établissement du microbiote oral
sur la peau. En effet, lorsque I'on compare les populations bactériennes des paumes de
main, on retrouve deux genres Prevotella et Veillonella, qui sont primairement associés a la
communauté orale, ce qui suggére, qu’au sein d’'un couple, le transfert entre le microbiote
oral et le microbiote cutané est plus fréquent. De plus, les bactéries orales peuvent persister

sur la peau pendant, au moins, huit heures ce qui laisse le doute sur une inoculation répétée
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ou un vrai établissement des communautés sur la peau. Ces résultats suggerent, donc, que

le contact physique rapproché affecte la composition du microbiote de la peau.

(4) Cas particulier des propriétaires d’animaux

Les communautés bactériennes d’un propriétaire de chien sont plus semblables a
celles de ses chiens qu’a celles d’autres chiens. Lorsqu’on étudie les sites cutanés de
propriétaires de chiens, on ne remarque pas de grandes différences avec ceux d’un individu
gui ne possede pas de chien. Mais lorsque le facteur age est pris en compte, la possession
d’un chien affecte les communautés bactériennes cutanées des adultes. Cela s’observe plus
sur I'ajout de taxons habituellement tres peu abondants et plus observé chez les adultes que
chez des nourrissons ou des personnes agées. Cela est expliqué, principalement, par des
différences comportementales, comme le niveau de contact avec I’animal. L’échantillon
d’enfants de cette étude n’était pas assez important pour pouvoir conclure a un effet

significatif. (57)

c) Pathologiques

La dysbiose de la flore cutanée est souvent associée a des troubles, comme I'acné
ou la dermatite atopique. Des bactéries comme Staphylococcus aureus sont majoritairement
présentes et potentiellement responsables de certaines infections de la peau et des tissus
mous. Le séquencage de Staphylococcus aureus a permis d’identifier plusieurs facteurs de
virulence lui permettant d’échapper au systeme immunitaire de I’hote via la production

d’enzymes ou de toxines. (93)

(1) L'acné

L'acné est une des maladies de peau les plus communes chez I’'homme. En effet, elle
touche 85 % des adolescents et 10 % des adultes. A |'adolescence, se produit une
augmentation de la proportion de Cutibacterium acnes qui est trés souvent impliquée dans
cette maladie. Des traitement antibiotiques, topiques ou systémiques, ont longtemps été

utilisés pour le contréle de I'acné dans le but de diminuer la proportion de cette bactérie en
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agissant soit sur la colonisation, soit sur son activité.(76) Supprimer la présence de
Cutibacterium a I'aide d’antibiotiques est un des moyens les plus slrs d’agir sur la maladie.
Dans I’étude de LEYDEN et al. (1975), chez des jeunes gens de 11 a 15 ans (c’est-a-dire avant
la puberté) et jusqu’a 20 ans (période de pic de la maladie), les comptages de Cutibacterium
sont plus élevés. Au début de la puberté, la plupart des sujets de I’étude possedent trés peu
de Cutibacterium, soit 16 organismes par centimétre carré. Apres le début de la puberté, les
niveaux deviennent aussi élevés que chez les individus agés de 21 a 25 ans, c’est-a-dire,
100 000 organismes par centimétre carré.(94)

Il existe une relation de proportionnalité entre l'intensité de la maladie et la
guantité de sébum. Ceci n’est pas applicable a tous les cas car cette maladie est d’origine
multifactorielle. Les personnes souffrant d’acné présentent une peau plus grasse avec une
production de sébum plus importante que les individus sains. Cette différence est basée sur
le plan anatomique. En effet, les canaux des follicules sébacés sont plus gros, offrant un
environnement plus favorable au développement de Cutibacterium. L'’examen de biopsies de
ces zones montre un diameétre plus important des canaux chez les personnes atteintes
d’acné. Cependant, les Cutibacterium, comme Cutibacterium acnes et Cutibacterium
granulosum ne sont pas, primairement, responsables de I'acné mais sont, plutot, des
facteurs secondaires du fait de leur accumulation au début de la formation des comédons ce

qui peut entrainer ensuite leur rupture et une lésion inflammatoire. (93, 94)

(2) La dermatite atopique (DA)

La dermatite atopique est une maladie inflammatoire, chronique, avec des phases
de poussée. Elle est associée a la présence de Staphylococcus aureus sur tous les sites
cutanés, lésionnels ou non. Elle touche, préférentiellement, les fosses poplitées et
antécubitales qui posseédent des communautés microbiennes similaires. Dans I'étude de
Kong et al., en 2012, les patients atteints de DA, n’utilisant pas de traitement durant les
phases de poussées, montrent une diversité bactérienne réduite comparée a celle des
individus sous traitement. Cet article suggére que la diversité microbienne cutanée est
associée avec le statut de la maladie, en fonction du traitement. Celui-ci pourrait prévenir la

baisse de diversité microbienne avant méme que les signes cliniques soient résolus. (93, 95)
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Les individus, en phases de poussée de la maladie, ont un microbiote cutané
significativement plus proche, les uns avec les autres qu’avec les individus en période de
traitement, aprés la phase de poussée ou en phase de résolution de la maladie. Il a été
conclu que I’évolution du microbiote cutané des malades, en fonction des phases de la

maladie dans le temps, est significativement différente de celle chez les patients sains. (95)

L'analyse du microbiote, pendant chaque phase de la maladie, a révélé une
proportion plus importante du genre Staphylococcus spp. (pouvant aller jusqu’a 107 colonies
par centimetre carré de peau lésionnelle (96)) avec la plus grande chez les patients en phase
de poussée sans traitement. Staphylococcus aureus était présent chez 65% de ces patients
mais seulement chez 15% des patients traités lors des phases de poussée. De plus, ces
résultats étaient significativement différents de ceux des patients sains. Dans les zones les
plus souvent atteintes, I'abondance de Staphylococcus aureus est significativement plus
importante.(95) Une des hypothéses permettant d’expliquer cette observation est que
I’h6te posseéde une capacité moindre a produire des peptides antimicrobiens qui
normalement empéchent la colonisation par Staphylococcus aureus. En effet, les personnes
atteintes de DA expriment plus les interleukines 4 et 13 qui inhibent I'expression du géne
HBD-2 (human B-defensin 2), un peptide antimicrobien qui intervient dans la régulation de
I'infection et de lI'inflammation grace a son activité antimicrobienne. Mais seul, il n’a pas
d’effet sur Staphylococcus aureus. L'étude de ONG et al. (2002) a évalué I'activité de
I’association avec LL-37 un autre peptide antimicrobien. La combinaison de ces deux

peptides a montré une action synergique efficace contre Staphylococcus aureus.(96)

Les traitements de la dermatite atopique comprennent des traitements topiques, a
base d’antimicrobiens ou d’anti-inflammatoires, des traitements oraux ou des bains de javel
diluée. Il a été montré que ces traitements diminuaient la prédominance de Staphylococcus
aureus qui influe sur la diversité bactérienne lors des phases de poussée. Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp. et Cutibacterium spp. sont en quantité relatives plus importantes dans

les phases post traitement. (93, 95, 96)
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(3) Le psoriasis

Le psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau concernant
environ, 2 a 7% de la population en Europe.(97) Elle est principalement due a une
prolifération importante et a une différenciation anormale des kératinocytes épidermiques.
Cette maladie est liée a une prédisposition génétique et évolue par poussées, induite par des
facteurs environnementaux: stress, coup de soleil, infections bactériennes, prise de
médicaments, ... Les signes cliniques de cette maladie sont d’épaisses plaques rouges, plus
ou moins étendues sur le corps, avec accumulation de squames de couleur blanche,
principalement localisées aux coudes, aux genoux, au cuir chevelu et aux mains. Cette
maladie est due a une réaction immunitaire dirigée contre des auto-antigénes de la peau
avec un rOle prédominant des cellules dendritiques (CD) et des lymphocytes T (LT) qui
lorsqu’ils sont activés vont entrainer la libération de cytokines, de chimiokines et de facteurs
de croissance qui vont induire la prolifération et la différenciation des kératinocytes. D’ou la

formation d’un cercle vicieux de I'inflammation. (98)

Plusieurs études ont confirmé que la densité microbienne sur les plaques de

psoriasis était plus élevée que celle de la peau normale. (99-101)

La colonisation par Staphylococcus aureus, différente en fonction des études, varie
entre 20 et 50 % dans les populations psoriasiques comparée a 10% chez les personnes
saines. Méme si la fréquence de portage de Staphylococcus aureus au niveau des plaques
psoriasiques est plus élevée que sur les zones non atteintes, la différence n’est pas
significative. On trouve, généralement, 300 staphylocoques par centimetre carré contre 15
sur les peaux saines. Cela est probablement di au fait que la colonisation d’une plaque
psoriasique est plus aisée que celle d’une zone saine. A l'inverse, d’autres bactéries, comme
les diphtéroides lipophiles, ont une incidence de 4 %, sur les plaques, contrairement a 30%

sur les peaux saines.

Une comparaison a été effectuée entre les peaux atopiques et psoriasiques :
I'incidence de Staphylococcus aureus est bien plus importante chez les personnes atopiques
(90-100 % comparé a 20% chez les psoriasiques). De plus, Staphylococcus aureus est
prédominant dans les lésions des personnes atteintes de DA alors que sur les plaques

psoriasiques on retrouve plutot d’autres coques Gram positives.(100)
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Apres avoir étudié la composition et les facteurs de variation des microbiotes
cutanés bactériens du chien, du chat et de ’'homme, nous allons voir dans quelles mesures

celui-ci peut influer sur I’"hGte et son systeme immunitaire.
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"I, Le role du microbiote cutané bactérien

La forte abondance de bactéries dans les diverses niches écologiques de I'hote
(intestins, peau, ...), qu’il soit humain ou animal, souléve une question quant a leurs réles et
leurs interactions. La grande majorité des bactéries composant les microbiotes cutanés sont
des bactéries appelées commensales. C’'est-a-dire qu’elles vivent en utilisant les nutriments,

qui leurs sont nécessaires, fournis par I’hdte mais sans lui causer de dommage.

A. Un role dans le maintien de la santé de I'h6te ?
1. Protection contre les pathogénes

La peau représente une premiere barriere physique contre les agressions
extérieures. Habituellement, les microbes que I'on trouve sur la peau sont considérés
pathogenes ou potentiellement pathogenes. Avec les avancées en microbiologie et en
immunologie, ces organismes peuvent étre appelés organismes mutualistes car ils possedent

la capacité de protéger leur hote. (102)

a) Compétition entre les micro-organismes

Afin d’assurer leur survie, les micro-organismes de la peau vont entrer en
compétition pour les ressources disponibles ainsi que pour I’espace disponible au sein de la
niche écologique. Ceci va empécher les bactéries pathogenes de proliférer a la surface de la

peau.

Les bactéries qui font partie du microbiote résident de la peau vont avoir le réle de protéger
I’h6te contre les bactéries pathogenes ou opportunistes. Les mécanismes sont encore assez

peu connus. (48, 103, 104)

2. Production d’éléments antimicrobiens par I'organisme

L'apparition des molécules antibiotiques a réduit, a la fois, la mortalité et la
morbidité des infections bactériennes. Or, un grand probléme s’est posé avec |'apparition de

bactéries résistantes a certains de ces antibiotiques. Ceci a un impact mondial. De plus,
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I"antibiorésistance peut se transmettre entre les animaux et les hommes. Les peptides
antimicrobiens (PAM) pourraient devenir une option intéressante pour contrer ce probléme.

(105, 106)

a) Définition du peptide antimicrobien

Les peptides antimicrobiens « sont classiquement des chaines d’acides aminés
relativement courtes (de 12 a 100 acides aminés), chargées positivement (cationiques),
amphipathiques (qui possedent des propriétés aussi bien hydrophiles que lipophiles), qui ont
été isolés chez les micro-organismes unicellulaires, les insectes et autres invertébrés, les
plantes, les amphibiens, les oiseaux, les poissons et les mammiferes, y compris chez
I'Homme ».(105) Au total, plus de 1700 peptides antimicrobiens ont été identifiés. Les
peptides antimicrobiens d’origine bactérienne sont appelés bactériocines et sont divisés en 2
sous-groupes : ceux qui contiennent de la lanthionine (un acide aminé qu’on ne retrouve pas

habituellement) et ceux qui n’en contiennent pas.(105-107)

b) Réle du peptide antimicrobien

Le roéle principal des PAM est [élimination d’organismes potentiellement
pathogeénes pour I’héte ainsi que la régulation des populations bactériennes entrant en
compétition pour les mémes ressources au sein d’un environnement. Ces PAM ne protégent

pas a proprement parler contre l'infection bactérienne. (105-107)

c) Mode d’action

Les PAM possedent deux modes d’action. Un premier qui agit directement sur le

pathogene et I'autre sur le systéme immunitaire.

Les PAM sont capables d’interagir directement avec la membrane cytoplasmique
bactérienne. lls vont induire une modification de sa structure en déplacant les
phospholipides ou en altérant cette membrane. Dans certaines conditions, une entrée du
PAM dans la bactérie est possible : par translocation, par passage dans des canaux

transitoires, dissolution de la membrane, ... Les PAM seraient capables, dans le cas ou il n’y a
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pas de perméabilisation de la membrane cytoplasmique bactérienne, d’inhiber la synthese

d’ADN et de protéines, d’enzymes ou de la paroi.

Les PAM fonctionnent aussi comme des modulateurs du systeme immunitaire. Leur
activité est inhibée, dans les conditions normales, en zone saine, par des protéases
endogénes ou des molécules, comme les glycosaminoglycanes, voire par leur propre
concentration. Leur expression est induite par des stimuli infectieux ou inflammatoires
(cytokines, lipopolysaccharides, ...). Au moment d’une infection, la concentration des PAM, a
la surface de la peau, augmente suite a une plus grande production par les kératinocytes et a
la dégranulation des neutrophiles au site de l'infection. Ceci accroit les réponses de
I'organisme, comme la phagocytose, le renforcement du recrutement des cellules
immunitaires au niveau des sites infectieux, par exemple. Chez les mammiféres, ces peptides
vont induire une transition entre une réponse immunitaire non spécifique et une réponse
immunitaire adaptative, grace au chimiotactisme positif sur les monocytes et les
lymphocytes T ainsi que grace a leurs propriétés adjuvantes et polarisantes sur les cellules

dendritiques. (105, 107-109)

Il faut noter que la sueur contient une quantité non négligeable de LL37 et de défensines et

est, ainsi, un vecteur idéal pour la distribution des PAM sur la peau

d) Les peptides antimicrobiens chez le chien, le chat et ’homme

Les défensines et les cathélicidines sont les PAM prédominants chez les
Mammiféres. Leur activité est variable en fonction des conditions physiologiques de la niche

écologique ainsi qu’en fonction de leur concentration locale.
(1) Les cathélicidines

Les cathélicidines forment un grand groupe de PAM, avec activités microbicides et
immunomodulatrices diverses, et ont en commun un segment N-terminal qui, lorsqu’il est
clivé, donne la forme active du peptide. Elles sont, pour la plupart, conservées sous forme
immature, inactive, dans les granules des cellules immunitaires, comme les neutrophiles,

principalement.
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Chez I'homme, seule la cathélicidine LL-37 a été identifiée. On la retrouve
majoritairement lors de forte inflammation, par exemple dans le psoriasis, ou d’infections
aigués. Elle a l'avantage de posséder un large spectre d’action, contre les bactéries
pathogenes. De plus, elle a des propriétés immunomodulatrices et chimiotactiques sur les

neutrophiles, les macrophages, les lymphocytes T et les cellules dendritiques.(110)

Elles ont été isolées a partir d’autres espéces, comme le chat, le chien, le cheval, le
mouton, les lapins et les souris, par exemple, ce qui montre I'importance de ces peptides en
tant qu’acteurs de premiere ligne du systéme immunitaire inné de I’hote. Chez la souris, une
étude a montré que si le géne de la cathélicidine n’était pas exprimé, elle était incapable de
lutter contre des streptocoques du groupe A (GAS) contrairement a la souris exprimant la
cathélicidine. Cela a permis de prouver que les peptides antimicrobiens étaient nécessaires a

la lutte contre I'infection bactérienne. (111)

(2) Les défensines

Les défensines représentent le deuxieme groupe le plus important de PAM chez les
Mammiferes. Ce sont des peptides, cycliques, subdivisés en trois sous-groupes, selon la
position du pont disulfure : a-défensines, B- défensines, ©-défensines (beaucoup plus rares
et ont été identifiées seulement chez les singes de la Préhistoire). (105, 107, 108) Les a-
défensines sont, majoritairement, produites et sécrétées par les macrophages, les
granulocytes et les lymphocytes T alors que les B- défensines sont plutot exprimées par les
kératinocytes. (110) Des études in vitro ont montré que ces PAM possédaient un faible
pouvoir bactéricide, fongicide et virucide. De plus, les propriétés antimicrobiennes sont
inhibées par les concentrations salines physiologiques. La forte concentration des défensines
va compenser I'inhibition par les sels, leur permettant d’exprimer leur activité microbicide.

(112)

Il existe, chez I’lhomme, 4 B-défensines et 1 cathélicidine, isolées a partir de la peau, qui ont
une activité contre les Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM). Chez le
chien, il existe 6 B- défensines et 1 cathélicidine qui ont une activité contre les SARM,

Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, par exemple. (113, 114)
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3. Les peptides antimicrobiens sécrétés par le microbiote
a) Les modulines phénol-solubles (PSM)

Certains peptides produits par Staphylococcus epidermidis, comme les PSM,
possedent des propriétés antimicrobiennes. Au sein de ces PSM on retrouve la y-toxine
(PSMy) et la 6-toxine (PSM®§). L’interaction avec la membrane lipidique des bactéries est
semblable a celle des peptides antimicrobiens sécrétés par les mammiféres comme la LL-37,
elle induit la fuite des vésicules lipidiques. Ces PSM agissent sur les agents pathogénes
comme Staphylococcus aureus, Cutibacterium acnes et Streptococcus pyogenes.(106, 115,

116)

L’action des PSM implique, probablement, une coopération avec les PAM libérés par I'hote

permettant un renfort immeédiat du systéeme immunitaire.

Dans I'étude de Cogen et al., de 2010, on observe une réduction du nombre de
streptocoques appartenant au groupe A (GAS) mais il n’y a aucun effet sur la survie des
Staphylococcus epidermidis de la peau des souris. Cette étude suggere que la production de
PSMy et PSM6 par Staphylococcus epidermidis peut bénéficier au systeme immunitaire en

inhibant sélectivement la survie des GAS. (106, 116)

La présence de ces PSM peut étre a double tranchant : sur une peau saine, ils jouent leur
réle antimicrobien mais, sur une peau lésée, ils peuvent devenir pathogenes. En effet,
certaines PSM de Staphylococcus aureus, comme la delta-lysine, peuvent lyser les
membranes lipidiques et former des hélices alpha au sein des micelles lipidiques permettant

a Staphylococcus aureus de s’implanter plus facilement au sein de la niche écologique.(106)

b) Les bactériocines

Les bactériocines sont des peptides produits par les bactéries, qu’elles soient
pathogenes ou non, possédant plusieurs roles : aider le producteur a s’établir au sein d’une
niche ou éliminer les bactéries concurrentes en passant par des cascades de signalisation et

d’interactions avec, a la fois, les autres bactéries et le systeme immunitaire de I’hote. (117)

Dans une étude de O’Sullivan et al., en 2018, il a été montré que certains

staphylocoques a coagulase négative avaient la capacité de lutter contre des staphylocoques
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pathogenes comme Staphylococcus aureus. Vingt-et-une bactériocines ont été isolées, de
sept sites du corps humain, chacune avec le pouvoir d’inhiber, de maniére directe, des
bactéries Gram positif comme Staphylococcus epidermidis et les Staphylococcus aureus
résistants a la méthicilline (SARM) ou d’autres telles que Cutibacterium acnes. Les
productrices principales de bactériocines sont les sous-espéces de Staphylococcus.(117) Des
espéces comme Staphylococcus epidermidis ou Staphylococcus hominis produisent des

bactériocines de classe | qu’on appelle les lantibiotiques.

L'étude de Nakatsuji et al., de 2017, a montré que les lantibiotiques, sécrétés par
Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus hominis en association avec le peptide LL-37,
permettaient de protéger directement contre la colonisation par Staphylococcus aureus la
peau de modeles, humains et murins, atteints de dermatite atopique. Ainsi, maintenir
I'intégrité du microbiote cutané, lors de maladies cutanées, est trés important pour la
régulation des micro-organismes. (118) Le mode d’action repose sur 'action du peptide sur
le systtme AGR des bactéries cibles, comme les staphylocoques du groupe A, dont
Staphylococcus pyogenes, qui permet de diminuer les facteurs de virulence produits par ces
bactéries pathogenes. (102) En effet, le signal du systeme extracellulaire de détection du
guorum (c’est-a-dire la capacité d’'un micro-organisme a réguler les génes d’expression en
réponse a la fluctuation de la population présente dans la niche écologique (119)) est une
phéromone peptidique dont la séquence varie entre les souches de staphylocoques. Une
étude, a I'aide d’'une phéromone synthétique de Staphylococcus epidermidis, qui inhibe le
systeme AGR de Staphylococcus aureus, a montré la suppression de I’expression des facteurs

de virulence de Staphylococcus aureus. (120)

Certains lantibiotiques, comme les gallidermines, produites par Staphylococcus
gallinarum, inhibent la synthese de la muréine et des acides téchoiques, empéchant la
formation des biofilms en agissant tres certainement sur des adhésines intercellulaires et
une autolysine majeure. De plus, certains staphylocoques agissent, les uns sur les autres,

selon une action dose-dépendante.(121)

Cutibacterium acnes est capable d’inhiber des pathogénes, comme Staphylococcus aureus
ou Streptococcus pyogenes, grace a des bactériocines, comme les thiopeptides ou d’autres
molécules a chaines courtes d’acides gras, qui empéchent la prolifération de Staphylococcus

aureus.(93)
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4, Cas des résistances

Certaines bactéries comme Morganella spp. ou Serratia spp. possedent une
résistance innée aux PAM car elles ont une membrane cytoplasmique comportant peu de
lipides chargés. Ainsi, les interactions du PAM avec la membrane sont beaucoup moins
fréquentes, voire absentes. La probabilité d’apparition de résistances acquises est tres faible
car tout le mécanisme tourne autour de la membrane bactérienne, pour devenir résistantes
aux PAM, les bactéries devraient revoir toute la structure de la membrane. De plus, les PAM
ont une structure tellement variable qu’il faudrait un trés grand nombre de sites de

reconnaissance. (105)

Staphylococcus aureus exprime des facteurs de virulence Iui permettant
d’échapper au systéme immunitaire. Il est, en particulier, résistant aux peptides
antimicrobiens chargés positivement produits par les cellules épithéliales et les phagocytes.
Certaines souches produisent des bactériocines comme la staphylococcine 462 qui inhibe

d’autres souches de Staphylococcus aureus dans 34 % des cas (122)

Les peptides antimicrobiens pourraient devenir un outil thérapeutique tres
intéressant a la suite d’apparition de résistances aux antibiotiques. Un probléme persiste
guant a leur utilisation car ils peuvent devenir toxiques aux concentrations nécessaires pour
étre efficaces. Ainsi, pour le moment, ils sont utilisés uniquement en application topique, en

adjuvant a d’autres traitements.

5. Relation symbiotique

Durant des années, on a pensé que les bactéries appelées commensales exploitaient
les ressources, disponibles a la surface de la peau de I’h6te, seulement pour leur bénéfice.
Or, des études plus récentes ont permis montré que ces bactéries avaient la capacité de
protéger I'h6te contre les pathogenes via l'utilisation des ressources ou la sécrétion de
molécules antimicrobiennes, comme les bactériocines, réduisant considérablement la

possibilité de prolifération des pathogenes.
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La peau doit trouver un équilibre, délicat, entre la lutte contre les pathogénes et le maintien

de I'intégrité de la barriere cutanée.
Il existe trois systemes de symbiose entre la flore cutanée et I'héte :

- Le parasitisme : la relation ne bénéficie qu’a un seul des deux partis, le parasite,
I’hote est 1ésé

- Le commensalisme : un seul des organismes en bénéficie mais I’autre n’est pas lésé

- Le mutualisme : relation entre les deux organismes qui se procurent un bénéfice

mutuel.

Les micro-organismes qu’on trouve sur la peau sont majoritairement considérés
comme des commensaux car rarement associés a des maladies cutanées. La peau

correspond a une niche écologique, protégée, pour le microorganisme hébergé.

Une souche bactérienne peut passer d’une relation commensale au parasitisme en
fonction de mutations génétiques ou de sa proportion au sein de la niche écologique,
comme certains staphylocoques qui sont impliqgués dans des maladies cutanées. Il est
important de se rappeler que ce passage d’une relation symbiotique au parasitisme est, le
plus souvent, di a la difficulté de la peau a se défendre contre les agressions extérieures.

(102)

B. Un réle dans le systéme immunitaire ?
1. Généralités

Plusieurs millions de bactéries commensales sont présentes sur la peau. Il est assez
rare, finalement, de subir des inflammations cutanées car la peau a la capacité de

différencier les commensaux, des pathogenes.

Le systéme immunitaire cutané fonctionne par le biais d’'une grande variété de
systemes de défense complémentaires. La peau, elle-méme, représente une barriére,
physique et chimique, avec un pH et la synthese de PAM, particulierement hostiles pour la
flore pathogéne, ou des protéases, lysozymes, cytokines et chimiokines qui activent la

réponse immunitaire, innée ou acquise. (102)

Une hypothése pour expliquer la tolérance du systéme immunitaire cutané envers

les bactéries commensales est que les récepteurs toll-like (TLR) sont désensibilisés suite a
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I’exposition prolongée aux bactéries commensales. Des espéces comme Staphylococcus
epidermidis ou Cutibacterium acnes ont la capacité de moduler la réponse immunitaire innée
de I'hote, soit en stimulant la production de cytokines et de PAM soit en favorisant la
destruction des bactéries pathogénes. (15, 123) Habituellement, les kératinocytes sont

responsables de la sécrétion de PAM comme les B-défensines ou les cathélicidines.

Chez la souris adulte, il a été montré que la colonisation microbienne controlait le
milieu inflammatoire local et induit le développement des lymphocytes T régulateurs. Les
bactéries commensales de la peau agissent sur les lymphocytes T par le biais de récepteurs a
I'interleukine 1. Chez des souris exemptes de germes, infectées par Leishmania spp., une
croissance incontrolée du parasite a été observée avec une réponse immunitaire trés
diminuée. La colonisation des souris par Staphylococcus epidermidis a permis une bien
meilleure réponse immunitaire face au parasite montrant que Staphylococcus epidermidis

favorise une réponse immunitaire protectrice.(124, 125)

2. Détection du quorum

Un moyen de défense contre les pathogénes, appelé détection du gorum, est

I'interférence directe dans les communications intercellulaires de Staphylococcus aureus.

Tous les staphylocoques communiquent par le biais de la détection du
quorum, c’est-a-dire le systeme de régulation des genes accessoires, principalement. Le
facteur de virulence staphylococcique est contr6lé, majoritairement, par le locus agr, du
géne accessoire régulateur global, dont I'expression est induite par un peptide auto-induit
(PAI). Ce locus a grandement varié engendrant plusieurs isoformes du peptide codé. Ce
peptide peut inhiber I’expression du gene de virulence et empécher la formation d’un abces

en agissant directement sur le locus agr. (126)

Staphylococcus caprae est capable d’inhiber les génes accessoires des SARM. Une étude,
utilisant un modele d’infection cutanée intradermique, a montré que le PAI induisait une
réduction, a la fois, des lésions nécrotiques et de la charge bactérienne, par rapport aux

témoins. (127)
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Des mécanismes semblables ont été identifiés chez les individus atteints de
dermatite atopique. Staphylococcus aureus sécréete une moduline phénol-soluble (PSM) qui
peut léser la barriére cutanée chez les patients atopiques favorisant I'inflammation. Certains
staphylocoques a coagulase négative interférent avec le quorum de Staphylococcus aureus
et inhibent, voire suppriment, |'expression du PSM sans inhiber la croissance de
Staphylococcus aureus. Or, lorsque la présence de Staphylococcus aureus est trop
importante par rapport a celle des Staphylocoques a coagulase négative, I'action inhibitrice
des PAI sur le systeme agr de Staphylococcus aureus est annulée. (128) Les Corynébacteries
commensales induisent, grace a ce mécanisme, une réduction de I'activité hémolytique de
Staphylococcus aureus, caractéristique d’une atténuation de sa virulence ainsi qu’une
augmentation de son adhésion épithéliale, caractéristique de son passage a un état

commensal.(129)

3. Implication de Staphylococcus epidermidis dans le systeme
immunitaire

Des extraits de Staphylococcus epidermidis ont été comparés a ceux de
Staphylococcus aureus, Lactobacillus lactis, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
montrant que les extraits de celles-ci n’induisaient pas la sécrétion des B-défensines 2 et 3,
par les kératinocytes indifférenciés, au méme niveau que ceux de Staphylococcus
epidermidis. De plus, les kératinocytes indifférenciés, activés par Staphylococcus epidermidis,
posseédent une activité antimicrobienne sélective sur Staphylococcus aureus et certains
streptocoques du groupe A mais pas contre Staphylococcus epidermidis, lui permettant de

survivre en tant que symbiote au sein du microbiote cutané.(123)

Dans un modeéle murin, il a été montré que la reconnaissance des pathogénes par
les kératinocytes passe par la voie TLR2, activant la production des B-défensines, grace a la
sécrétion, par Staphylococcus epidermidis, de molécules de petit poids moléculaire (<10
kDa). Celles-ci seraient capables de pénétrer la couche cornée et d’atteindre les
kératinocytes vivants. Ce mécanisme étant grandement facilité par les Iésions de la peau.

(123)
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Staphylococcus epidermidis posséde un rbéle dans la modulation de la réponse
immunitaire innée, notamment dans le processus de cicatrisation. En effet, comme d’autres
bactéries GRAM positives, Staphylococcus epidermidis contient de I’acide lipoteichoique
(LTA) dans sa membrane cellulaire ou sa paroi. Ces LTA sont capables de supprimer
I'inflammation induite par des lésions tissulaires par un mécanisme dépendant du Toll-like
receptor 2 (TLR2). Dans un modéle de peau acnéique, |'application cutanée de LTA
staphylococcique annule les effets inflammatoires induits par Cutibacterium acnes grace a
I'induction d’un micro ARN (miRNA-143) qui va déstabiliser ’ARNm du TLR2 et diminuer la

production de protéines inflammatoires. (123)

Les mécanismes, utilisés par Staphylococcus epidermidis afin d’assurer sa survie au
sein de la niche écologique, peuvent étre accompagnés de mécanismes de virulence
favorisant son adhésion et sa dissémination, dans un contexte particulier. Par exemple, la
protéase Esp peut empécher la formation d’un biofilm par Staphylococcus aureus. La
présence de Staphylococcus epidermidis sécrétant de I'Esp a été corrélée avec I'absence de
Staphylococcus aureus, dans la cavité nasale. L'Esp est capable de dégrader 75 protéines
dont 11 sont impliquées dans la formation des biofilms (protéines d’adhésion
extracellulaires, par exemple). Elle permet, a la fois, d’inhiber la formation de biofilms
pathologiques et de détruire les biofilms préexistants. De plus, cette protéine intervient dans
la dégradation du composant C5 du complément et du fibrinogéne qui sont des molécules

essentielles pour la réponse immunitaire innée.(130, 131)

4, Implication de Cutibacterium acnes dans le systeme immunitaire

Seules certaines souches de Cutibacterium acnes sont capables d’induire
I’expression de ’ARNm de la B-défensine humaine mais, toutes sont capables d’induire
I’expression de ’ARNm de l'interleukine 8. La sécrétion des facteurs solubles par les
kératinocytes, induite par Cutibacterium acnes, est dépendante, a la fois, de TLR 2 et de TLR
4. Certains composants de la membrane de Cutibacterium acnes augmentent la production
de cytokines pro-inflammatoires par les kératinocytes en se liant aux TLR. Seuls les

kératinocytes différenciés répondent a la stimulation de Cutibacterium acnes. (132)
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Il a été montré que la B-défensine 2 n’avait aucun effet, bactériostatique ou
bactéricide, sur les souches de Cutibacterium acnes. La B-défensine 2 agissant telle une
molécule chimiotactique pour les cellules dendritiques immatures, les lymphocytes T
mémoires et les neutrophiles, dans I'acné, une fois induite par Cutibacterium acnes, elle
permet la régulation de I'immunité adaptative, en recrutant les lymphocytes T et les
neutrophiles, sur le lieu de I'infection. Une étude a montré que Cutibacterium acnes avait la

capacité in vitro de stimuler les neutrophiles par chimiotaxie. (132, 133)

Finalement, Cutibacterium acnes est capable a la fois de moduler I’expression des
peptides antimicrobiens et des chimiokines sécrétés par I’'hGte et de recruter les cellules

inflammatoires sur les sites d’infections.

C. Impact d’'un déséquilibre au sein du microbiote cutané bactérien

Au vu du role important du microbiote cutané dans la régulation de la réponse
immunitaire, il semble évident que des modifications dans la composition de ce microbiote
peuvent favoriser le développement de maladies inflammatoires ou infectieuses. Ces

modifications sont communément appelées dysbiose. (48)

La terminologie de dysbiose est assez inexacte. En effet, cela suggére, d’une part,
gu’il existe un microbiote de base, équilibré, et, d’autre part, que le microbiote cutané
équilibré assure une bonne santé cutanée alors que sont déséquilibre serait responsable
d’une maladie. Ceci est difficile a démontrer car I'isolement des especes bactériennes n’est

pas toujours réalisable et la balance bénéfice/risque n’est pas toujours évidente.(103)

1. Conséquence d’une dysbiose

Staphylococcus aureus peut co-exister au sein du microbiote cutané. On le retrouve
chez, environ, 30% des humains asymptomatiquement. Mais leur présence peut constituer
un facteur de risque pour des infections.(103) Chez plus de 90% des individus atteints de
dermatite atopique, la peau est colonisée par Staphylococcus aureus, a la fois, sur les zones

Iésionnelles et les zones considérées saines. Or dans 50% des cas, ces staphylocoques sont

-94 -



producteurs de toxines responsables d’une inflammation cutanée et, par la voie de
conséquence d’une altération de la barriere épidermique par le biais de I'activation du

systéme immunitaire inné. (15)

Dans certains cas de dysbiose, on peut perdre I'effet bénéfique de certains micro-
organismes du microbiote cutané. Certaines études ont montré que Cutibacterium acnes
renforce I'activité hémolytique et cytologique de Staphylococcus aureus menant a une
aggravation des lésions. Une co-infection, par un organisme pathogéne et un organisme

commensal qui coopérent renforce leur virulence mutuelle. (103)

2. Formation de biofilms pathologiques : exemple des plaies chroniques

Les bactéries existent, sur la peau, soit sous forme libre, soit sous forme sessile. Un
biofilm est un regroupement de bactéries, en communauté polymicrobienne, qui
s’attachent, irréversiblement, a une surface, a I'aide d’'une matrice d’exopolysaccharides
(EPS), produite par elles-mémes. Le comportement normal de ces bactéries se trouve altéré,
tout comme I’expression de leurs genes. Elles vont interagir de facon synergique, la plupart
du temps. Le phénomeéne est fréquent dans les plaies chroniques, une étude ayant montré
qgue 60 % des plaies chroniques possédaient un biofilm contre 6% des plaies aigués. (134,

135)

L’organisation en biofilm permet a ces bactéries d’acquérir une résistance aux
antibiotiques, grace a I’échange horizontal de génes de résistance ou grace a la matrice
d’EPS qui crée une barriere physique contrant la pénétration. Le caractére polymicrobien
d’un biofilm fait que le spectre d’action de I'antibiotique ne concernera pas toutes les
bactéries. La concentration minimale inhibitrice (CMI) de ces bactéries est multipliée par 10?

a 10° par rapport a celle de bactéries extérieures au biofilm. (121)

Au-dela de la résistance antibiotique, les bactéries sessiles au sein d’un biofilm vont
surexprimer leurs genes de virulence. (121) La matrice d’EPS induit une diminution de la
pénétration des cellules responsables de la phagocytose, voire un défaut d’opsonisation, qui

vont empécher la phagocytose. (136)
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Les PSM secrétées par Staphylococcus epidermidis ont, en plus de leur role
antimicrobien, un role dans la dissémination du biofilm, par exemple sur des dispositifs
médicaux. De plus, cette bactérie produit des protéases favorisant son adhérence sur les
matiéres plastiques, dégradant les PAM de I'hGte et lui permettant d’échapper a

I’élimination par les cellules immunitaires.(103, 137)

3. Développement de probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes qui possedent des effets bénéfiques sur
la santé de I’'h6te qui les ingere ou les applique sur sa peau, si la quantité est suffisante. lls
ont, souvent, été utilisés afin de rétablir la flore intestinale aprés des dysbioses consécutives
a des maladies. C'est un concept qui pourrait étre intéressant en dermatologie, afin de
passer outre les résistances aux antibiotiques des bactéries cutanées, telles que

Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM). (33)

L'étude de Shu et al., de 2013, chez la souris, montre que la fermentation du
glycérol par Cutibacterium acnes, peut fonctionner comme un probiotique (a la fois in vitro
et in vivo) et d’inhiber la croissance d’une souche de Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline. Il est intéressant de se demander si I'application d’un probiotique cutané fait a
base de glycérol et de Cutibacterium acnes permettrait a cette bactérie au sein d’une plaie et

ainsi pouvoir exercer son rdle anti-staphylocococcique. (138)
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CONCLUSION

L'objectif de ce travail Mait de faire I'élal des connaissances sur les microbiotes
cutanés du chien et du chat, en les comparant a celui de 'homme, en s'intéressant,
particulierement, aux familles et espéces bactériennes qui les composent et aux facteurs
responsables de leurs variations. On trouve, en général, les mémes familles de bactéries sur
la peau de ces trois espéces mais en proportions différentes, Chez le chien, on trouve, dans
un ordre d’importance décroissante, les Proteobacteria, les Firmicutes, les Actinobacteria,
les Bacteroidetes ct, enfin, les Cyanobacteria et les Fusobacteria. Chez le chat, on trouve les
Proteobacteria, Ivs Firmicutes, les Bacteroldetes, les Actinobacteria ct, enfin, les
Fusobacteria. L'homme présente, en majorité, des bactéries de la famille des
Actinobacteria, des Firmicutes, des Proteobacteria et, enfin, des Bacteroidetes. Les facteurs
de vanation de ces microbiotes sont multiples et sont kés a Vindividu (dge, race, par
exemple) ou 3 Fenvironnement (lieu de vie, climat et situation géographique) ou au mode de

vio [hygiéne).

Une refation symbiotique s'établit entre les bactéries commensales et héte. £n
effet, la présence de ces bactéries est tolérée par le systéme immunitaire et, en échange,
clles apportent un soutien au systéeme immunitaire de Phéte dans le but de combattre los
infections cutanées induites par les pathogénes extéricurs. Un déséquilibre de ce microbiote
précéde ou accompagne des dermatoses, plus ou moins, importantes comme la dermatite
aopigue ou le psoriasis. Une meilleure caractérisation du microbiote cutané parait, dong,
essenticlle pour une meilleure compréhension de la pathologle de ces affections et
I'adaptation des traitements afin de limiter leurs effets sur la flore commensale.
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Annexe 3: Quelques tests biochimiques fréquents utilisés pour identifier et différencier les

Tableau 36.5

bactéries (10)

Quelques tests biochimiques fréquents utilisés pour identifier et différencler les bactéries

Test biochimiques

Catalase
Coagulase

Décarboxylases
(arginine, lysine,
ormahine)

Fermentation des
sucres

Bgatactosidase
[ONPG)

Gelosa TSI (« triple
sugar iron »)

Hydrolyse de

'smidon
Hydrolyse de la
caséine

Hydrolyse de

'esculine
Hydrolyse des lipides

IMVIC (indole, rouge
de méthyle,
Voges-Proskauer,
citrate)

Liguéfaction de la
gélatine

Milieu SIM (sulfure,
indole, milieu
mobiité)

Oxydase

Phénytalanine
désaminase

Production de sulfure
dhydrogéne (H;5)
Réduction du nitrate

Wtilisation du citrate

Uréase

Description

Détecte la présence ce catalase qui comvertit I'eau
axynénéa en eau ot O,

Détecte la présence de coagulase laquelie entraine la
coegulation du plasma.

Décarboxylation de l'acide aminé ibérant du CO; et une
amine

Production d'acide at/ou da gaz durant la croissance aves
farmentation de sucres ou 0 polyols,

Démantre la présence dune enzyme qui cive je lactose en
glucose et galactose.

Détacte le métabolisme du glucose, du lactose cu du
saccharcse, et des sulfures deénves du sulfate o"ammonium

Détecte la présence de Namylase qui hydrolyse I'amidon

Détects la présance de caséinase qul hydrolyse la caséine
du lait, Les bactéries utiisant la caséine forment des
colonies avec un halo clak

Test du clivage d'un ghycoside,

Détecte la présence de lipase qui hydrolyse ks lipides en
acides gras et glycérol.

Le test de I'indole détecte la dégradation du Uryptophane.
Le rouge de méthyle est un indicateur de pH montrant |a
production d'acide par |8 bactérie. La réaction de Voges-
Proskaver (VP) détecte Is production d'acétoine. Le test au
citrate montre futilisstion du otrate de sodium comme
seule source de carbone.

Deétecte la présence ou I'absence d'une protéase capable
d'hydvolyser la gélatine et de liquéhier un milieu solide &
base de gélatine,

Détecte la formation de sulfure. d'indole {dégradation cu
tryptophane) et la mobilité

Détecte la présence e cytochrome ¢ cxydase, capable de
réduire 1'0; et des acceptews d'électrons antificiels.

Désamination de la phénylalanine avec production dacide
phénylpyruvique détectable par colorimétrie.

Détecte la formation de sufure d'hydrogéne & partic de la
cystéme par laction de s cystéine désulfurase.

Détecte I'utitsation du nitrate comme accepteur
d'électrons.

Si le citrate est utilisé comme seule source de carbone, le
milieu devient alcalin.

Détecte Fenzyme qui scinde I'wrée en NH, e1 CO,
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Applications

Différencie Streptococcys (1) de Staphylococcus [+) et
Bacilus (+) de Clostricium ().

Test important pour différencier Staphyococcus oweus |+
de S. epidermichs (-).

Igentification des bactéries entériques.

Fermentation de sucres spécifiques, différencie les
bactéries entérigues ainsi que d'sutrés genres el espéces.

Séparavon des bactéries eménques (Citrobocter +,
Saimonedo -) et identification des pseudomonas.

Identification colorimétrique des organismes erténgues

lgentification des bactéries hydrolysant I'amiden comme ks
Bocius spp.

Permet de cultiver et differencier les actinomycétes
aérobles. Streptomyces utlise la caséine et Nocardo ne e
fait pas.

Permet de dfférencier SIOpNYTOCOOCUS QUreus, .
Streplococcus milis e d'aulres (—) de S bows, S mutons @t
des entérocoques (+)

Permet de separer les clostridies.

Permet de sépares Eschevichia (RM+, VP-, indoler) de
I'Enterobacter (RM-, VP+, indole-) et Kietsiella
poeumaniae (RM-, VP4, indole-) . permet aussi de
caractériser ces membres du genre Booillus.

Utiiser pour I'identification de Clostridium, Serota,
Pseudomonas et Flovobocterium.

Différenciation colorimetrique des organismes enongues

Imponant pour distinguer Nevsseria et Moroxela spp. (4]
d'Acinetabocter (=) ains que les bactéries enmérigues
(toutes ~) des pseudomonas (+).

Caracténsation des genres Proteus et Providencia
Important powr identifier Edwovdsiela, Proteus @t
Soimonelia.

Identification des bactéries entériques qui som
généralement +,

Permat de classer les bacténas enteriques (Klebsialo (*)
Enterobacter (+), Saimaonetio (souvent +). Escherichio (-
Edwardsiella («).

Permet de distinguer Proteus, Providencio retiger et
Kletsielio preumenioe (4] de Saimonelia, Shigefio &t
Escherichia {=).



Annexe 4 :La méthode de séquencage de I'ADN de Sanger (10)

@ Fragment d’ADN inconnu isolé

8
W MCICIEICIDETE
eI
ADN original & séquencer
e L'ADN est dénaturé pour donner une matrice
simple brin

-

<

%

o
~»

LAIRRARRNHAAHARGS

e Une molécule amorce spécifique marquée s'hybride avec
le brin d’ADN.

o On ajoute I'’ADN polymérase et un mélange des nucléotides
normaux (dATP, dGTP, dCTP et dTTP). Les ddA, ddG, ddC
et ddT sont introduits dans des tubes de réaction séparés avec
les nucléotides normaux. Les ddnucléotides sont marqués avec
des types de traceur qui permettent leur visualisation.

-_"T-b-G ~—vi-(: ~T+A ,-‘T-eT
999

+ Incubation

Les brins nouvellement répliqués se terminent & I'endroit de
I'addition d'un ddnucléotide.

CAGCT T
a JelTigl|a 5

¥
om ACT T
¥ 8 5
/
oy
3 SlalA 5
¥
CACT T

3 BT
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@ Représentation schématique de toutes
les positions possibles d'un nucléotide
marqué sur le fragment.

¥ WAaccaATeR”
B AcccaaTd
B :cccoAl
W Acceal

W iccca

W AccE
mAicE

ma

[=A]

ﬁfeii\:ii#@i;r
+ + +

Séquence
Le plus d'ADN
oand rIaE]| o
— c
— C
—_| T
— A
— G
e c
— C
p— G
Ag

+
Le plus petit
Q La migration des mélanges de réaction
sur un gel, dans quatre pistes
différentes, sépare leurs fragments
selon la taille et le type de nuciéotide.
La lecture de bas en haut, base par
base, donne la séquence correcte.



Annexe 5: Le séquencage de I'ADN de Sanger automatisé. (a) Partie d’un cycle de
séquencage d’ADN automatisé avec fixation de colorants fluorescents sur les ddNTP. (b)
Résultats au cours d’un cycle de séquencage (représentation des bases 538 a 580) (10)

—GCGACAT—

+ddA +ddG/+dW

-G <
~GCGA T _GSGAC GCGACAT

= )

ammn fiT
mmn Ml A
e {C
cmmms § A
ame || G
e f{C
am» (G

(a)

GTCTAACTTGTCTTCCTTCTTCTCTTCCTGTTTA
540 550 560 5]7-0 AGAAGAG%@O
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/

3. Les réactifs de PCR, comprenant
des nucléotides non margués sont
ajoutés pour initier I'amplification

du pont de chaque fragment
Clusters

.-I.l

N 0 =
- b T
- - -
. -
. . -
., L=

i
ll

II
l!:l"/

2 3
2ES m.dm Sl
d £ —=

this
l’l:l. l'lllll'

a la surface de la cellule de flux

sase seee
Seas saas sese

Annexe 6 : Le séquengage par terminaison de chaine réversible (10)

eoae
sees

Adaptateurs

B AT .‘.:._:.

.....
ot he®

st

L

1. L'ADN génomique est fragmenté 2. Les fragments simple brin sont liés

aux deux extrémités de chaque

fragment

et des adaptateurs sont attachés

6. Chaque fragment sert d'amorce PCR
pour générer des millions de clusters
de fragments identiques

4. Le pontage par amplification PCR génére 5. Les fragments sont dénaturés
pour devenir simple brin

des fragments double brins liés
aux deux extrémités a la cellule de flux
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Annexe 7 :Suite du séquencage par terminaison de chaine réversible (10)

e i d
||l| Ifx:dl': I!#':v:: *v'!d |:||:!II|/
St )N aser
7. Le premier cycle de séquengage débute 8. L'excitation laser est suivie d'une 9. La coupure enzymatique des terminateurs
quand les réactifs, comprenant les amorces capture d'image du signal " éversibles permet au d cycle
et les nucléotides marqués avec les terminateurs, de chaque cluster des fragments. de démarrer
sont ajoutés Cela identifie la premiére base,
qui est enregistrée
> o
) ¥ B
| | Génomederéférence
® T
[ -] Q. ..GCTGATGTGCCGCCTCACTCCGGTGG
T 1 CACTCCTGTGG
B CTCACTCCTGTGG
® | | Py o —» GCTGATGTGCCACCTCA
© ; 254] ®e0 GATGTGCCACCTCACTC
® s o e GTGCCGCCTCACTCOTG
— 1 o CTCCTGTGG
G
.‘. Variante Connu et
l inconnue  appelé SNP
® identifiée
® et appelée
G G
\ s GCTGA...
10. L'excitation laser génére le signal 11. Le clivage du terminateur et 12, Les séquences sont alignées et comparées
qui identifie la seconde base les cycles de séquencage sont répdtés & des bases de donnébes de référence de polymorphisme
dans chaque cluster de fragments pour déterminer la séquence en bases  nuckotidique (SNP)
de chaque cluster de fragments
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Annexe 8: Différences taxonomiques importantes au sein de divers microbiote dans le monde
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LE MICROBIOTE CUTANE BACTERIEN DE L’HOMME, DU CHIEN ET
DU CHAT : ACTUALITE ET COMPARAISON
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Résumé
Les communautés de micro-organismes présents sur la peau sont regroupées sous

le nom de microbiote. |l représente avec son environnement un véritable écosysteme
capable d’interagir avec le milieu extérieur, le systeme immunitaire de I’"hGte et les autres
micro-organismes sans forcément nuire a I’h6te. Il a été étudié par diverses méthodes : |a
culture bactérienne suivie plus tard de méthodes de séquencage de I’ARNr 16S. Ces études
ont permis de faire un état des lieux des espéces bactériennes présentes sur la peau des
chiens, des chats et des hommes. Chez les trois espéces étudiées ici, on retrouve les mémes
familles de bactéries en majorité mais dans des ordres d’importance différents. On trouve, le
plus souvent, les Protéobactéries, les Firmicutes, Les Actinobactéries et les Bacteroidetes.
Leur abondance sur la peau est liée directement a I'espece, a l'individu (age, race, stade
physiologique), a I'’environnement (habitat, climat,...) ou au mode de vie. Les interactions
entre le microbiote cutané et I’'hGte sont essentielles pour la santé de la peau de I'h6te, un

déséquilibre pouvant ainsi engendrer des maladies cutanées.
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