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Résumé 

Le microbiote intestinal est constitué d’un écosystème complexe de microorganismes 

appartenant à différents règnes. Cependant, la majorité de ces microorganismes sont d’origine 

bactérienne. Par conséquent, de nombreuses études, y compris la présente, se concentrent sur 

l’étude des communautés bactériennes. Les microorganismes ont développé une relation 

mutualiste avec le corps humain et agissent de plusieurs manières sur sa santé. Une perturbation 

du microbiote intestinal, nommée dysbiose, est reliée au développement d’une multitude de 

problèmes de santé chez diverses espèces animales.  

La transplantation de microbiote fécal suscite l’intérêt dans le domaine de la médecine 

vétérinaire. La préparation et l’entreposage affectent la composition et la viabilité bactérienne 

des fèces destinées à la transplantation de microbiote fécal (TMF). Jusqu’à présent, il demeure 

l’absence d’un protocole vétérinaire pour effectuer la préparation et l’entreposage des 

transplants fécaux canins. Par conséquent, l’objectif de cette étude était de comparer la viabilité 

bactérienne d’échantillons fécaux en présence et en absence d’oxygène et d’effectuer la 

congélation à l’aide de deux cryoprotecteurs différents. Les hypothèses de ce projet étaient les 

suivantes : la préparation des échantillons en absence d’oxygène préservera la viabilité 

bactérienne, l’utilisation d’un cryoprotecteur contenant des antioxydants pour la congélation 

générera le meilleur taux de viabilité, et le microbiote de chaque individu n’aura pas la même 

capacité à résister aux effets de la préparation et de l’entreposage. 

Les fèces de 10 chiens en santé ont été collectées et immédiatement transférées à 

l’intérieur d’une chambre anaérobique. Des aliquotes de 1,8 g ont été diluées dans 7,2 ml d’un 

cryoprotecteur contenant du glycérol à 10% (Gly) ou des antioxydants (Cryo). Les échantillons ont 

été homogénéisés et filtrés en condition aérobique (Ae) et en condition anaérobique (An) à 

l’intérieur d’une chambre anaérobique, simulant la préparation de la TMF. Les échantillons ont 

été congelés à -20 °C durant 90 jours (F) pour l’évaluation des effets de l’entreposage. La viabilité 

bactérienne des échantillons a été déterminée à l’aide de la cytométrie de flux. L’analyse de la 
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composition bactérienne chez les 10 donneurs de matières fécales a été réalisée par le 

séquençage de la région V4 du gène de l’ARNr 16S à l’aide de la plateforme Illumina MiSeq.  

Les échantillons non congelés, préparés en absence d’oxygène et dilués avec Cryo 

présentaient les plus grands taux de viabilité (66,78 %) par rapport aux autres groupes (p < 0,05). 

Les échantillons exposés à l’oxygène avaient une viabilité bactérienne inférieure (p < 0,01). 

Toutefois, les échantillons dilués avec Cryo présentaient une viabilité plus élevée (65,26 %) que 

les échantillons dilués dans Gly (55,20 % ; p < 0,001) en présence d’oxygène. La viabilité 

bactérienne a diminué en raison de la congélation des échantillons (p < 0,001). L’ensemble des 

échantillons frais avaient une viabilité médiane de 62,23 % et, à la suite de la congélation, elle 

était de 22,68 %. Cependant, les échantillons congelés à l’aide de glycérol avaient une viabilité 

plus élevée (30,61 % ; p < 0,001). Le genre Prevotella était fortement corrélé à la viabilité (R = 

0,731 ; p < 0,05, R = 0,756 ; p < 0,05, R = 0,834 ; p < 0,01, R = 0,752 ; p < 0,05).  

Ces résultats indiquent que la viabilité bactérienne est optimale lors de l’utilisation de 

matières fécales en absence d’oxygène et lors d’une dilution à l’aide d’un cryoprotecteur 

contenant des antioxydants. La congélation a significativement réduit la viabilité bactérienne, 

mais le glycérol semble mieux préserver les bactéries. La présence de certaines espèces plus 

résistantes et l’impact de la composition du microbiote sur l’efficacité de la TMF nécessitent une 

enquête plus approfondie. 

Mots clés : Transplantation de microbiote fécal, viabilité bactérienne, dysbiose intestinale, 

microbiote intestinal, séquençage de nouvelle génération, microbiote canin. 

 



Abstract 

The intestinal microbiota is made up of a complex ecosystem of microorganisms belonging 

to different kingdoms. However, bacterial cells are much more numerous. Therefore, many 

studies, including the present one, focus on the study of bacterial communities. Microorganisms 

have developed a mutualistic relationship with the animal body and act in several ways on its 

health. A disturbance of the intestinal microbiota, called dysbiosis, is linked to the development 

of a multitude of health problems in various animal species. 

There is an emerging interest in the transplantation of fecal microbiota in veterinary 

medicine. Preparation and storage affect the quality of transplants intended for faecal microbiota 

transplantation (FMT). Considering the absence of a protocol in veterinary medicine, the 

objective of this study was to optimize bacterial viability during the preparation and storage of 

canine fecal transplants. The hypotheses of this project were that the preparation of samples in 

the absence of oxygen will preserve bacterial viability, that the use of a cryoprotectant containing 

antioxidants for freezing will yield the best viability rate and the microbiota of individuals does 

not have the same ability to withstand the effects of preparation and storage. 

Feces from ten healthy dogs were collected, and immediately transferred inside an 

anaerobic chamber. Aliquots of 1.8 g were diluted in 7.2 ml of a cryoprotectant containing glycerol 

(Gly) or antioxidants (Cryo). The samples were homogenized and filtered, simulating the TMF 

preparation. To evaluate the impact of oxygen on bacterial viability, the procedures were 

performed outside (Ae) and inside (An) the anaerobic chamber. Samples were frozen at -20°C for 

90 days (F) to evaluate effect of freezing. The bacterial viability of samples was determined using 

flow cytometry. Analysis of the bacterial composition was performed by sequencing the V4 region 

of the 16S rRNA gene, using the Illumina MiSeq platform. 

Fresh samples prepared under anaerobiosis and diluted with Cryo had the highest viability 

(66.78%) compared to the other groups (p < 0.05). Bacterial viability was affected by oxygen (p < 

0.01) but solutions prepared with Cryo had higher viability (65.26%) than samples diluted in Gly 
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(55.20%; p < 0.001). Freezing decreased bacterial viability from 62.23% to 22.68% (p < 0.001). 

However, samples frozen using glycerol showed higher viability (30.61%; p < 0.001). The genus 

Prevotella was strongly correlated with viability (R = 0.731; p < 0.05, R = 0.756; p < 0.05, R = 0.834; 

p < 0.01, R = 0.752; p < 0.05). 

These results show that bacterial viability is optimal when preparing feces under anaerobic 

conditions and using a cryoprotectant containing antioxidants. If freezing is necessary, glycerol 

seems to preserve the bacteria better. The presence of some more resilient species and the 

impact of microbiota composition on the efficacy of TMF requires further investigation. 

Keywords: Faecal microbiota transplantation, bacterial viability, gut dysbiosis, dog gut 

microbiota, next-generation sequencing, canine microbiota. 
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Introduction 

Le microbiote intestinal est un écosystème complexe qui est colonisé par un nombre 

s’élevant à plus d’un trillion de microorganismes [1, 2]. Ces derniers colonisent l’ensemble du 

corps des animaux, mais ils sont beaucoup plus nombreux à l’intérieur du tractus gastro-

intestinal. Le microbiote contient des microorganismes appartenant à différents règnes, mais la 

majorité de ces individus sont des bactéries [3, 4]. Ces microorganismes ont développé une 

relation mutualiste avec leur hôte et agissent de plusieurs manières sur la santé générale et 

intestinale de l’hôte [5-7]. Le microbiote intestinal d’un individu en bonne santé est caractérisé 

par une grande diversité bactérienne. Ainsi, le microbiote permet l’établissement et le maintien 

d’un système immunitaire fonctionnel, une production de métabolites essentiels, le maintien de 

l’intégrité de la barrière intestinale et une défense contre les entéropathogènes [8-13]. Le 

microbiote est une composante complexe ayant un impact majeur sur la santé de l’hôte à un 

point tel qu’il est maintenant reconnu comme étant un organe à part entière [14].  

La dysbiose se résume en une perturbation du microbiote intestinal menant à des 

changements structurels et fonctionnels à savoir : une diminution de la diversité bactérienne et 

de la production de métabolites essentiels ainsi que l’augmentation de l’abondance d’espèces 

pathogènes [15-19]. Des analyses du microbiote intestinal à partir de matières fécales et de 

biopsies de la muqueuse intestinale indiquent une diminution d’espèces telles que 

Faecalibacterium, Turicibacter, Blautia, Fusobacterium et Clostridium hiranonis et une 

augmentation d’Escherichia coli et de Streptococcus chez des chiens atteints d’entéropathies 

comparativement à des individus en santé [19-21]. D’ailleurs, la quantification des changements 

en ce qui concerne l’abondance de ces groupes et l’utilisation concomitante d’un algorithme 

mathématique sont employées pour rapporter ces changements sous forme d’indice de dysbiose 

(ID) [22]. De plus en plus de travaux de recherche démontrent que la dysbiose intestinale est 

reliée au développement de nombreuses maladies intra et extra-intestinales chez différentes 

espèces animales [18, 23-31]. 
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Le succès de la transplantation de microbiote fécal pour le traitement de l’infection à 

Clostridioides difficile (CDI; Clostridioides difficile infection) chez l’humain a fait émerger l’intérêt 

de son usage en médecine vétérinaire, notamment chez les animaux de compagnie [30, 32, 33]. 

Cette méthode se décrit par l’utilisation de la matière fécale provenant d’un donneur en bonne 

santé pour effectuer le transfert de microorganismes bénéfiques dans le tube digestif d’un 

receveur [3]. Elle a pour but de rétablir une composition normale (eubiose) du microbiote, 

d’augmenter la diversité bactérienne et la quantité des populations bénéfiques [5]. Ainsi, elle crée 

un milieu défavorable aux espèces pathogènes et privilégie le rétablissement de la barrière 

intestinale par le biais d’une diminution de l’inflammation et d’une modulation du système 

immunitaire [5, 34]. D’ailleurs, la TMF semble efficace dans de nombreuses études effectuées 

chez les humains pour le traitement de maladies intra et extra-intestinales [32, 35-38]. Dans 

quelques études chez les animaux de compagnie, des résultats encourageants ont été observés 

pour le traitement d’entéropathies [33, 39-42]. 

Plusieurs études antérieures indiquent que la capacité des bactéries bénéfiques à 

coloniser le tube digestif du receveur est nécessaire à la réussite de la TMF [43-45]. Par 

conséquent, la viabilité des microorganismes au moment de la transplantation est essentielle. Or, 

la viabilité et la composition bactérienne sont affectées par les manipulations lors de la 

préparation et l’entreposage des échantillons fécaux [46]. À ce jour, il n’existe pas de protocole 

de préparation et d’entreposage des transplants fécaux canins [47].  

Le microbiote intestinal du chien est composé majoritairement d’espèces bactériennes 

anaérobies strictes [48]. D’ailleurs, une diminution importante de viabilité d’espèces anaérobie 

strictes a été observée dans le cadre d’études antérieures lors d’une exposition à l’oxygène [49]. 

Cette diminution a provoqué des changements dans la composition bactérienne, menant à 

l’augmentation d’espèces pathogènes et à une diminution d’espèces bénéfiques [49]. La 

congélation est généralement utilisée pour l’entreposage des transplants fécaux [50]. Il s’agit 

d’une option intéressante, car elle permet l’entreposage de transplants de qualité tout en 

facilitant leur accès en cas de besoin [50-58]. Cependant, la congélation peut altérer la membrane 

cellulaire des bactéries et, ainsi, diminuer leur viabilité [49]. Quelques chercheurs se sont 
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intéressés aux effets de la congélation à partir d’échantillons fécaux humains. L’utilisation d’un 

cryoprotecteur semblait limiter la diminution de la viabilité bactérienne [59-63]. Néanmoins, 

jusqu’à présent, aucune étude ne semble avoir évalué l’impact de l’oxygène et de la congélation 

à partir d’échantillons fécaux canins.  

En somme, la manipulation du microbiote intestinal par la TMF est prometteuse. 

Cependant, la viabilité des microorganismes au moment de la transplantation semble 

primordiale. Il est donc nécessaire d’évaluer les facteurs qui affectent la viabilité et la composition 

bactérienne pour l’établissement d’un éventuel protocole de préparation et d’entreposage des 

matières fécales.  

 



Chapitre 1 – Revue de littérature 

1. Le microbiote intestinal 

Les microorganismes sont omniprésents sur la planète ; ils colonisent également 

l’intérieur et l’extérieur du corps des animaux. Le tube digestif de ces derniers abrite des trillions 

d’individus qui forment le microbiote, incluant des virus, des archées, des protozoaires, des 

mycètes et des bactéries. Ces individus vivent en symbiose avec l’hôte et sont impliqués dans le 

maintien et la régulation de différents systèmes physiologiques tout en profitant de la niche 

écologique que l’hôte leur apporte. De plus, ils stimulent le système immunitaire et le 

développement de la structure intestinale, ils protègent l’hôte contre les entéropathogènes et lui 

fournissent des nutriments grâce aux métabolites qu’ils produisent [5-7].  

Ces communautés microbiennes habitent différents endroits du corps tels que le tractus 

digestif (cavité orale, estomac et tube digestif), la peau, les poumons ainsi que le tractus uro-

génital. Le nombre ainsi que les différentes espèces qui s’y trouvent varient en fonction de la 

localisation [3]. Toutefois, c’est à l’intérieur du gros intestin que l’on trouve le plus grand nombre 

de microorganismes, et plus particulièrement des bactéries [64]. Des études de séquençage à 

haut débit basées sur le pyroséquençage du gène de l’ARNr 16S indiquent que le microbiote 

intestinal canin pourrait contenir plusieurs milliers de phylotypes bactériens [4, 65]. Bien qu’il 

existe une quantité importante d’archées, de mycètes et de virus jouant un rôle dans la santé et 

les pathologies, ces microorganismes demeurent peu étudiés. En effet, l’apparition de nouvelles 

technologies a favorisé l’identification et la classification des procaryotes par le séquençage de 

leur ADN, facilitant l’étude de la composition bactérienne [4, 64]. De plus, le fait que le microbiote 

soit composé en majorité par des bactéries, la plupart des études, y compris la présente, se 

concentrent sur l’analyse de la composition bactérienne.  

1.1 Les technologies utilisées pour l’étude du microbiote 

Grâce aux progrès technologiques, l’écosystème complexe du microbiote et ses 

interactions avec l’hôte sont aujourd’hui mieux compris. Autrefois, les espèces bactériennes 
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étaient identifiées par l’utilisation des méthodes de culture. Cependant, seule une faible 

proportion d’espèces bactériennes peut être cultivée à l’aide de ces méthodes [66, 67]. En effet, 

les conditions optimales de croissance de certains microorganismes ne sont pas élucidées, et 

plusieurs espèces bactériennes sont difficilement obtenues en milieu de culture [68]. De plus, ces 

méthodes ne permettent pas d’identifier les autres microorganismes qui composent le 

microbiote tels que les archées, les mycètes, les protozoaires et les virus [69]. Elles demeurent 

toutefois utiles dans différents domaines de recherche ainsi que dans le domaine médical, 

notamment puisqu’elles permettent, entre autres, d’identifier un agent pathogène spécifique à 

l’aide de tests de sensibilité à des antibiotiques. Ces méthodes de culture peuvent également être 

utiles pour caractériser leurs propriétés métaboliques ainsi que leurs facteurs de virulence, mais 

ces derniers nécessitent généralement un recours à la PCR et à l’étude génomique.  

 L’usage des méthodes indépendantes de culture est maintenant l’approche priorisée pour 

l’étude de l’écosystème du microbiote. Notamment, la technique d’empreinte macromoléculaire, 

l’hybridation in situ en fluorescence, les puces à ADN et la réaction en chaîne par polymérase 

quantitative (qPCR) offrent la possibilité de quantifier les bactéries présentes dans l’échantillon 

ou de cibler un taxon [69]. Pour ce faire, l’ADN ou l’ARN est extrait des échantillons et, par la suite, 

un gène spécifique est amplifié à l’aide d’une amorce ciblant les régions conservées du gène en 

question. Pour l’identification des bactéries, le gène ribosomal 16S est le plus souvent ciblé [68]. 

Cependant, le nombre d’espèces pouvant être séquencées est limité, ce qui augmente les coûts 

et le temps nécessaire pour effectuer les analyses [69].  

Le séquençage de nouvelle génération a permis d’augmenter le rendement des analyses 

grâce à sa capacité à séquencer un millier de fragments d’ADN en parallèle. Cependant, la taille 

de ces fragments est généralement limitée et rend impossible la classification à un rang 

taxonomique au niveau de l’espèce [69]. Bien que le séquençage de nouvelle génération ait fait 

progresser les connaissances de façon importante, cette technologie comporte certaines 

limitations. Notamment, elle ne permet d’obtenir que l’abondance relative de chaque taxon, 

c’est-à-dire l’abondance des uns par rapport aux autres, empêchant ainsi de déterminer les 

changements quantitatifs au niveau d’un taxon individuel [70]. De plus, elle pose un défi majeur 
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sur le plan de l’analyse bio-informatique, car elle apporte des quantités massives de données de 

séquençage. Récemment, Pacific Biosciences® a développé une technologique qui permet 

d’utiliser l’intégralité du gène ribosomal 16S, rendant ainsi possible la classification des 

organismes au niveau de l’espèce [71]. De plus, cette technologie permet d’effectuer des analyses 

plus approfondies telles que la transcriptomique (l’étude de l’ensemble des ARNm transcrits) et 

l’épigénétique (l’étude des changements dans l’activité des gènes). Bien que cette méthode 

génère plus d’informations lors des analyses, cette méthode a pour limitation un taux d’erreur 

plus élevé et un débit plus faible comparativement au séquençage de nouvelle génération [71].  

1.2 L’évaluation du microbiote 

La diversité alpha caractérise l’écosystème à l’intérieur d’un échantillon par l’utilisation 

d’indice tels que la richesse et l’uniformité. La richesse correspond au nombre de taxons 

différents qui compose la communauté et l’uniformité représente la proportion de chacun de ces 

taxons. La diversité correspond à un calcul mathématique qui regroupe la richesse et la régularité 

[69]. 

 La diversité bêta est l’indice utilisé afin de comparer la biodiversité entre plusieurs 

communautés. Elle est calculée à l’aide de la mesure du nombre d’espèces qui partagent plus 

d’une communauté et de la mesure de la structure. Cette dernière tient compte à la fois du 

nombre d’espèces communes et distinctes ainsi que leur abondance relative [69]. 

1.3 La comparaison visuelle des communautés bactériennes 

Différentes représentations des analyses du microbiote peuvent être conçues. Le 

graphique en bâtons qui représente l’abondance relative (Illustration 1.) offre une vue 

d’ensemble sur les différents taxons présents dans les communautés par rapport au nombre total 

de taxons. Cependant, lorsque le graphique est employé pour présenter des niveaux 

taxonomiques inférieurs tels que l’espèce ou le genre, les interprétations statistiques doivent être 

effectuées avec prudence. En effet, en raison d’une importante quantité de données, un seuil de 

probabilité de 5 % (p = 0,05) risque d’engendrer un résultat faussement significatif sur 20, ce qui 
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pourrait mener à une surinterprétation des résultats. Des corrections de la valeur p doivent donc 

être apportées, par exemple, avec un test de Bonferroni ou de Benjamini–Hochberg [69]. 

 

Illustration 1 - Abondance relative d’échantillons fécaux équins avant et après l’administration d’antibiotiques. 

Graphique en bâtons représentant l’abondance relative de phylums bactériens présents dans des échantillons fécaux 

équins avant et après l’usage d’un antibiotique [72]. Reproduit à partir de Changes in the equine fecal microbiota 

associated with the use of systemic antimicrobial drugs, Costa, M.C., et al., BMC veterinary Research, volume 11, page 

19,  2015, avec l'autorisation de BMC veterinary Research (libre accès). 

L’abondance relative peut être représentée à l’aide d’un graphique de carte thermique 

(Illustration 2.). Celui-ci permet de comparer les communautés grâce à des couleurs qui 

représentent différents niveaux d’abondance relative. Cette représentation est plus utile pour 

des données peu nombreuses. En effet, avec un trop grand nombre de taxons différents, il devient 

difficile de distinguer visuellement des résultats [69]. 
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Illustration 2 - Graphique thermique de corrélation entre l’abondance de genres bactériens et de biomarqueurs 

d’inflammation. L’échelle de couleurs passe du bleu au rouge en fonction de l’abondance relative. Plus elle est 

importante, plus elle tend vers le rouge, et inversement pour le bleu [73]. Reproduit à partir de Faecal microbiota 

transplantation from metabolically compromised human donors accelerates osteoarthritis in mice, Huang, Z., et al., 

Annals of the Rheumatic Diseases, volume 79, pages 646-656, 2020, BMJ Publishing Group Limited (libre accès).  
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Une courbe de raréfaction (Illustration 3.) permet d’obtenir une représentation visuelle 

simple et rapide de la richesse et de la diversité des différentes communautés bactériennes. Dans 

ce graphique, le nombre de genres (ou d’un autre rang taxonomique) est représenté par rapport 

au nombre de séquences d’ADN lues. À chaque lecture, un certain nombre de genres bactériens 

est détecté. Ainsi, plus la diversité est importante, plus la pente est abrupte au début de la courbe. 

La richesse peut être visualisée à partir du nombre de genres une fois le plateau atteint [69]. 

 

Illustration 3 - Courbe de raréfaction des communautés bactériennes. Ces courbes représentent deux échantillons 

(deux communautés bactériennes) ayant la même richesse bactérienne (80 genres). Dans cet exemple, l’eau (orange) 

contient une plus grande diversité bactérienne que le lait (bleu) [69]. Reproduit à partir de Methods and basic 

concepts for microbiota assessment, Costa, M. et  J.S. Weese, The veterinary journal, volume 249,  page 10-15,  

2019, avec l'autorisation de Elsevier Ltd. 

 L’utilisation de l’analyse en coordonnées principales (PCoA) offre la possibilité de 

visualiser la similarité entre les communautés (Illustration 4.). Elle représente graphiquement une 

matrice de corrélations entre les différents taxons qui sont présents dans les communautés. De 

cette façon, il est possible de déterminer les similarités des communautés en fonction de la 

distance sur la matrice. Ainsi, plus les points sont rapprochés, plus les communautés sont 
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similaires [69]. Cette représentation peut être en deux ou trois dimensions en fonction des 

résultats. Si l’ensemble des résultats est similaire, le pourcentage de variation est plus faible, 

rendant la visualisation plus difficile ; dans un tel cas, l’ajout d’une troisième dimension facilite 

l’interprétation [74].  

 

Illustration 4 - Graphique d’analyse en coordonnées principales (PCoA) en deux dimensions. Le graphique d’analyse 

en coordonnées principales (PcoA) illustre la similarité des communautés bactériennes localisées dans l’estomac, le 

duodénum et le colon de chevaux [72]. Dans ce graphique, les communautés provenant du colon sont similaires à 

celles du cæcum et différentes de celles qui sont localisées dans l’estomac ou le duodénum. Reproduit à partir de 

Changes in the equine fecal microbiota associated with the use of systemic antimicrobial drugs, Costa, M.C., et al., 

BMC veterinary Research, volume 11, page 19,  2015, avec l'autorisation de BMC veterinary Research. 
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Illustration 5 - Graphique d’analyse en coordonnées principales (PcoA) en trois dimensions L’analyse en 

coordonnées principales (PcoA) des communautés microbiennes représente des échantillons fécaux de chiens avec 

ou sans l’administration de fenbendazole par voie orale. Les résultats représentés dans cette figure montrent une 

absence de dissimilarité entre les groupes « traitement » et les groupes « contrôle » [75]. Reproduit à partir de 

Evaluation of the effects of anthelmintic administration on the fecal microbiome of healthy dogs with and without 

subclinical Giardia spp. and Cryptosporidium canis infections,  Fujishiro, M.A., et al., PLOS ONE, volume 15, 2020, 

avec l’autorisation de PLOS ONE (libre accès). 

1.4 La composition du microbiote intestinal 

Le microbiote intestinal de chiens en bonne santé est caractérisé par une forte présence 

de phylums bactériens tels que les Firmicutes, les Bacteriodes, les Fusobacteria et les 

Actinobacteria. D’un individu à l’autre, leurs proportions varient dans une certaine mesure et 

créent donc ce que l’on nomme un profil microbien [76]. Cependant, la conservation des gènes 

parmi les espèces fait en sorte qu’ils possèdent des capacités métaboliques comparables [77]. La 
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diversité bactérienne apporte une quantité importante de voies métaboliques complémentaires 

à celles de l’hôte. Ainsi, la diversité bactérienne garantit un apport en métaboliques essentiels au 

maintien de sa santé [78].  

De nombreuses études effectuées chez l’humain indiquent qu’une altération de la 

composition du microbiote intestinal, nommée dysbiose, est associée à différentes maladies intra 

et extra-intestinales [79-94]. Les changements généralement observés dans la composition 

bactérienne se caractérisent par la diminution d’espèces connues pour avoir des fonctions 

bénéfiques pour l’hôte et par l’augmentation d’espèces pathogènes. Cependant, il demeure 

incertain si ces changements sont la cause ou l’effet du développement de ces maladies. 
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Tableau 1 - Composition du microbiote intestinal d’humains atteints de maladies intra ou extra-intestinales. Ce tableau représente une liste non exhaustive, 

à titre d’exemple, des modifications du microbiote intestinal d’humains ayant une maladie intra-intestinale A) et extra-intestinale B) comparativement à des 

individus sains [87-94]. 

A)  

 

Ctrl= contrôle sain; n= nombre d’individus; ↑= supérieur; ↓= inférieur.  
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B) 

 

Ctrl= contrôle sain; n= nombre d’individus; ↑= supérieur; ↓= inférieur.    
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Tableau 2 - Composition du microbiote intestinal de chiens ayant une maladie intra ou extra-intestinale. Ce tableau représente une liste non exhaustive, à titre 

d’exemple, des modifications du microbiote intestinal de chiens ayant une maladie intra-intestinale A) et extra-intestinale B) comparativement à des individus 

sains [79-86] 

A) 

 

Ctrl= contrôle sain; n= nombre d’individus; ↑= supérieur; ↓= inférieur.  
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B) 

 

Ctrl= contrôle sain; n= nombre d’individus; ↑= supérieur; ↓= inférieur.   
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Par exemple, dans une étude prospective effectuée par Berkell et al., une caractérisation 

longitudinale du microbiote intestinal de 945 patients humains hospitalisés de 6 pays européens 

a été effectuée [90]. Les individus ayant une faible diversité bactérienne ont développé une CDI 

alors que ceux ayant une plus grande diversité ne l’ont pas développée. De plus, les individus 

ayant la CDI avaient une abondance plus élevée du genre bactérien Enterococcus constitué 

principalement par E. faecium et E. faecalis, qui sont également deux entérocoques 

fréquemment observés lors d’infections chez l’humain [95-97]. De plus, il est rapporté que lors 

d’une maladie inflammatoire de l’intestin, tel que la maladie de Crohn, certaines espèces 

bénéfiques produisant le butyrate, telles que Faecalibacterium prausnitzii, diminuent [98]. Ce 

métabolite réduit l’inflammation de la muqueuse intestinale par le biais d’un effet 

immunomodulateur caractérisé par l’inhibition de la production et de la libération de cytokines 

inflammatoires [99-101].  

De plus, les travaux de recherche effectués chez l’humain et les animaux de compagnie 

indiquent que le microbiote intestinal impliqué dans la pathogénie de l’obésité est associé à des 

altérations de la composition bactérienne du microbiote intestinal [85, 102-108]. D’ailleurs, le 

transfert de microbiote fécal d’humains obèses à l’intérieur du tube digestif de souris axéniques 

(exemptes de germe) engendrait une prise de poids significative par rapport aux souris qui 

avaient reçu le microbiote fécal de témoins maigres [109]. Très récemment, Kim et al. ont 

effectué des analyses comparatives par séquençage génétique du microbiote fécal de chiens 

obèses et non-obèses. Les analyses ont révélé une abondance relative supérieure de 

Faecalibacterium, de Phascolarctobacterium, de Megamonas, de Bacteroides, de Mucispirillum 

et d’un genre non classé au sein des Ruminococcaceae comparativement aux chiens ayant un 

poids idéal [110].  

Une modification du ratio Firmicutes/Bacterodetes est fréquemment cité dans la 

littérature comme étant un marqueur d’obésité chez l’humain et les animaux [103, 111-117]. 

Cependant, plusieurs études ont obtenu des résultats contradictoires ; certaines indiquent une 

abondance supérieure de Firmicutes [118-121] et une abondance inférieure de Bacteroidetes 

[114, 121-123], alors que d’autres suggèrent l’inverse [118, 124-127]. Ces divergences pourraient 
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s’expliquer par les différences méthodologiques dans le traitement des échantillons et de 

l’analyse des séquences d’ADN. Par conséquent, il est actuellement difficile d’établir si 

l’augmentation ou la diminution du rapport Firmicutes/Bacteroidetes est un signe distinctif de 

l’obésité.  

1.5 L’indice de dysbiose 

Un indice de dysbiose a récemment été développé par Al Shawaqfeh et al. pour la 

caractérisation des changements dans la composition du microbiote fécal des chiens atteints 

d’une maladie inflammatoire chronique (IBD ; inflammatory bowel desease). L’IBD est 

diagnostiquée par l’exclusion de causes communes au développement de symptômes gastro-

intestinaux tels que la présence de parasites ou d’entéropathogènes. Les symptômes doivent 

être présents pendant une durée minimum de 3 semaines [22]. Cette pathologie implique 

différents facteurs tels que des prédispositions génétiques, certains antigènes provenant de 

l’alimentation ainsi que des réponses immunitaires exacerbées impliquant le microbiote et le 

système immunitaire. Le diagnostic final est confirmé par l’évaluation histopathologique 

démontrant l’infiltration de cellules immunitaires dans la muqueuse intestinale et des 

changements de la structure épithéliale [22, 128].  

L’indice de dysbiose implique des changements relatifs à l’abondance de 7 groupes 

bactériens ont été identifiés chez des chiens atteints d’IBD. Ces informations ont été obtenues 

dans le cadre d’études ayant utilisé des méthodes de ciblage du gène de l’ARNr 16S telles que le 

séquençage de nouvelle génération ou la PCR quantitative (qPCR). La composition bactérienne 

des fèces de ces chiens se caractérisait par une diminution d’espèces telles que Faecalibacterium, 

Turicibacter, Blautia, Fusobacterium et Clostridium hiranonis et une augmentation d’Escherichia 

coli et de Streptococcus [19-21]. À partir des fèces de 95 chiens en bonne santé et de 106 chiens 

atteints d’entéropathies chroniques, la quantification des groupes bactériens fécaux a été 

effectuée. Les chiens malades avaient comme critère de sélection une durée des symptômes 

supérieure à 3 semaines ainsi qu’une inflammation de la muqueuse intestinale confirmée par 

analyses histopathologiques. Ensuite, l’utilisation concomitante d’un algorithme mathématique 

et de la quantification de l’ADN extrait chez ces groupes bactériens (logADN/g) a été effectuée. 
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Cette dernière étape a permis de rapporter ces changements sous forme d’indice de dysbiose. 

Une valeur positive indiquait la présence d’une dysbiose alors qu’une valeur négative indiquait 

une eubiose [22].  

De manière similaire, un indice de dysbiose a récemment été développé chez le chat 

[129]. À partir de groupes bactériens appartenant aux genres Bacteroides, Bifidobacterium, 

Clostridium hiranonis, Escherichia coli, Faecalibacterium, Streptococcus et Turicibacters, le même 

algorithme mathématique a été utilisé pour déterminer l’indice de dysbiose [84, 130-135]. Les 

résultats du calcul de l’indice de dysbiose chez le chat est interprété de la même façon que chez 

le chien (ID > 0 = dysbiose ; ID < 0 = eubiose). 

L’index pourrait être un outil intéressant en médecine vétérinaire pour effectuer le suivi 

de l’évolution d’un patient ou lorsqu’une dysbiose intestinale est suspectée. Cependant, des 

analyses supplémentaires dans le cadre d’études cliniques prospectives sont nécessaires pour 

obtenir la preuve qu’un indice de dysbiose positif peut être considéré comme un biomarqueur 

prédictif.  

1.2 La barrière intestinale 

La muqueuse gastro-intestinale forme une barrière entre le corps et l’environnement 

extérieur. Elle permet un transport des nutriments à travers l’épithélium tout en empêchant le 

passage de molécules et d’organismes indésirables. 

La première ligne de défense de la barrière est constituée par des couches de mucus qui 

sert de barrière physique contre les facteurs externes. Des techniques de mesure in vivo de 

l’épaisseur et de la composition moléculaire du mucus ont mené à des connaissances plus 

approfondies. En effet, l’identification de différentes mosaïques de mucus selon la localisation 

dans le tube digestif a été réalisée [136]. De plus, des études biochimiques menées chez la souris 

ont démontré la formation de deux couches distinctes de mucus en surface de la muqueuse du 

colon : l’une qui est en contact direct, fermement attachée aux entérocytes et dépourvue de la 
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présence bactérienne ; l’autre qui apporte des nutriments et qui sert de point d’ancrage pour les 

microorganismes [137].  

Les jonctions serrées des cellules épithéliales permettent le transport sélectif de 

molécules par la voie transcellulaire (diffusion passive à travers les membranes cellulaires), la 

voie transcellulaire médiée par le transporteur/récepteur et la voie paracellulaire (diffusion 

passive entre les espaces à travers des cellules adjacentes). Les jonctions serrées sont constituées 

de protéines telles que l’occludine, les claudines et la zonula occludens. Elles scellent l’espace 

paracellulaire entre les cellules et empêchent la translocation des protéines, des lipides et des 

peptides d’origine microbienne [138, 139].  

L’épithélium gastro-intestinal est constitué de différents types de cellules épithéliales 

telles que les entérocytes, les cellules de Paneth, les cellules caliciformes et les cellules 

micropliées [140, 141]. Certaines sont capables de phagocyter les bactéries et de neutraliser les 

toxines bactériennes. Ces cellules sont également spécialisées pour reconnaître les molécules 

d’origine bactérienne connues sous le nom de « motifs moléculaires associés aux antigènes » 

(MAMPs ; Microbe-associated molecular pattern). Elles ont des récepteurs de type Toll (TLR ; Toll-

like receptor) à la surface de la membrane cellulaire et des récepteurs cytoplasmiques qui 

activent la défense cellulaire par la sécrétion de peptides antimicrobiens [142, 143]. Sous la 

couche épithéliale se trouve une fine couche de tissu conjonctif, la lamina propria, qui abrite des 

cellules immunitaires, notamment des cellules dendritiques, des lymphocytes T, des lymphocytes 

B et des macrophages.  

Collectivement, l’ensemble des cellules épithéliales et des cellules immunitaires, ainsi que 

les couches de mucus forment une barrière physique contre les facteurs externes et 

maintiennent une relation symbiotique avec les bactéries commensales. La perte de l’intégrité 

de la barrière intestinale peut mener à des réactions immunitaires exacerbées et à 

l’augmentation de la translocation d’antigènes bactériens, comme résumé dans la Figure 7. [144-

153].  
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Illustration 6 - Représentation du maintien de la barrière intestinale. L’implication de différentes protéines telles que 

des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs ; pattern recognition receptors) de mucus, 

d’immunoglobulines A (IgA) et de peptides antimicrobiens (AMPs ; antimicrobials peptides) permet de maintenir 

l’intégrité de la barrière intestinale. À droite est représentée une réduction de la couche de mucus au niveau des 

cellules épithéliales, causant une augmentation des contacts avec des antigènes. Ainsi, une cascade de réponses pro-

inflammatoires est engendrée par la sécrétion de molécules telles que des interleukines-1,6. Les macrophages et les 

dendricytes (DCs) provoquent une inflammation par le biais de la libération de d’interleukines-12,23 et la 

différenciation de Th17 et Th1. Ces dernières sécrètent également des molécules proinflammatoires [145]. Reproduit 

à partir de Human colonic microbiota associated with diet, obesity and weight loss, Duncan, S.H., et al.,  International 

Journal of Obesity, volume 32,  page 1720-1724, © 2013, avec l'autorisation de Nature Publishing Group, a division of 

Macmillan Publishers Limited. 

1.3 Les fonctions du microbiote  

Les microorganismes du microbiote intestinal jouent des rôles cruciaux dans la régulation 

et le maintien de la santé de l’hôte. Ils sont impliqués dans la digestion des aliments et fournissent 
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ainsi différents métabolites et vitamines. Ils sont également impliqués dans la protection contre 

les agents pathogènes et dans le maintien de l’homéostasie immunitaire [8-13, 154, 155].  

1.3.1 La tolérance immunitaire des bactéries commensales  

La tolérance immunitaire est un processus fondamental permettant de réguler 

adéquatement les réponses immunitaires contre soi-même, la nourriture, les espèces 

bactériennes commensales (bénéfiques) et les espèces pathogènes. Le processus de tolérance 

immunitaire des espèces commensales repose sur un ensemble de réponses innées et 

adaptatives. En effet, un récepteur de type Toll situé au niveau de la membrane des cellules 

épithéliales et lymphoïdes permet la reconnaissance des MAMPs. Ce récepteur permet de 

différencier les espèces pathogènes et les espèces bénéfiques. Ainsi, il provoque une inhibition 

de la réponse inflammatoire lors d’une reconnaissance de l’espèce commensale par le biais de 

modifications au niveau de la membrane cellulaire des espèces commensales et une diminution 

de la reconnaissance par les TLR [156].   

De plus, les lymphocytes B produisent des immunoglobulines A (IgA) qui exercent un 

contrôle sur la fonction et la régulation du microbiote. Par exemple, la liaison d’un IgA à une 

espèce commensale telle que Bacteroides thetaiotaomicron affecte l’expression de l’épitope 

bactérien pour empêcher une activation de la réponse immunitaire [157]. Cependant, ces 

processus de tolérance doivent être limités afin de préserver les réactions immunitaires face à la 

translocation d’un pathogène.  
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Illustration 7 - Processus de tolérance immunitaire du microbiote intestinal. Des récepteurs de type Toll (TLR ; Toll-

like receptors) au niveau de la membrane des cellules intestinales sont en contact avec les antigènes provenant du 

microbiote. Selon la reconnaissance de l’antigène par le TLR, une réponse inflammatoire ou inhibitrice de 

l’inflammation aura lieu. Lors d’une réponse de tolérance immunitaire, des molécules telles que la lymphopoïétine 

stromale thymique (TLSP ; Thymic stromal lymphopoetin), les facteurs de croissance bêta (TGF-β ; Transforming 

growth factor beta), l’interleukine-10 (Il-10) et la prostaglandine E2 (PGE2) agissent comme des médiateurs de 

l’inflammation. Leur libération entraîne une différenciation de cellules lymphocytaires en cellule lymphocytaire de 

type régulatrice Treg. Les cellules dendritiques reconnaissent également les antigènes provenant du microbiote. En 

présence d’espèces commensales, les cellules épithéliales de l’intestin produiront des médiateurs tels que des 

activateurs de lymphocyte B (BAFF ; B-cell activating factor), des ligands d’induction de prolifération (APRIL ; 

Proliferation-inducing ligand) et de protéine SLP1. Ces facteurs ont pour fonction la maturation et la prolifération de 

lymphocytes B. La maturation des lymphocytes B enclenchera ensuite la production d’immunoglobulines A (IgA) 

participant au processus homéostasique [158]. Reproduit à partir de  Learning Tolerance while Fighting Ignorance, 

Sansonetti, P.J. et  R. Medzhitov, Cell, volume 138, page 416-420, © 2009, avec l’autorisation de Elsevier Inc. 
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1.3.2 L’équilibre entre les cellules lymphocytaires Th17 et Treg 

L’équilibre entre les cellules lymphocytaires, notamment les cellules pro-

inflammatoires Th17 et les cellules anti-inflammatoires T régulatrices (Treg), est indispensable au 

contrôle de l’inflammation au niveau de la muqueuse intestinale [8, 159, 160]. En effet, les 

cellules Treg produisent l’interleukine-10, une cytokine anti-inflammatoire. Les cellules Treg sont 

produites en réponse à un signal venant du microbiote et des entérocytes [161]. En temps 

normal, les cellules Treg sont produites alors que la production de cellules Th17 est inhibée. Lors 

d’une rencontre avec une espèce pathogène, les cellules Th17 assurent une défense immunitaire 

par le biais de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’interleukine-17A (IL-

17A), IL-17F et IL-22 [160]. Sans la présence des cellules Treg, les antigènes du microbiote 

causeraient une réponse importante des cellules Th17. L’absence d’inflammation est donc 

attribuable au contrôle par les cellules Treg. Par exemple, dans un projet de recherche, des souris 

déficientes en IL-10 ont développé une colite chronique causée par une production 

d’interleukines-23 (IL-23) et la voie d’activation du Lymphocyte Th17 [161].  

Une étude menée chez des souris axéniques indique que les espèces commensales 

contribuent au développement du système immunitaire. En effet, ces souris étaient caractérisées 

par des plaques de Peyer (agrégat de follicules lymphoïdes) altérées, par une réduction des 

cellules Treg et par une diminution de la production d’immunoglobulines [155, 157]. Par ailleurs, 

l’exposition au microbiote commensal induit le développement de structures telles que des 

cryptopatches. Il s’agit de sites de production et de maturation de lymphocytes qui sont localisés 

dans la muqueuse intestinale [162].  

1.3.3 La défense contre les entéropathogènes 

Les espèces pathogènes et commensales sont en compétition pour la même niche 

écologique. Les espèces commensales possèdent des mécanismes permettant de freiner la 

colonisation de l’hôte par les espèces pathogènes.  
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Par exemple, certaines espèces commensales diminuent le pH ce qui rend 

l’environnement défavorable au développement des entéropathogènes [163, 164]. D’autres 

forment des peptides antimicrobiens qui diminuent la prolifération et la viabilité des espèces 

pathogènes [10]. Des chercheurs ayant mené une étude in vivo chez un modèle murin ont 

rapporté qu’une espèce productrice de bactériocine, telle que Lactobacillus salivarius, 

permettait de protéger de façon significative contre une infection à Listeria monocytogenes. En 

effet, la production du peptide antimicrobien a permis d’inhiber le pathogène, alors qu’une 

souche mutée pour le gène codant ce peptide n’a pas permis de protéger les souris contre 

l’infection [165].   

Un autre frein est exercé sur les pathogènes grâce à une compétition pour l’utilisation des 

nutriments. En effet, la présence majoritaire d’espèces bénéfiques cause une réduction des 

nutriments disponibles limitant ainsi les ressources énergétiques favorables à la croissance des 

espèces pathogènes [11, 12].  

De plus, certains métabolites produits par les espèces désirables ont un effet inhibiteur 

sur l’expression de gènes de virulence. Par exemple, le butyrate régule à la baisse l’expression du 

gène codant pour les protéines du système de sécrétion de type-3 chez des espèces nuisibles du 

genre Salmonella, comme démontré par Gantois et al. [166]. 
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Illustration 8 - Résistance à la colonisation d’espèces pathogènes médiée par les espèces commensales. Dans cette 

illustration, les différents processus impliqués dans la résistance contre les espèces pathogènes sont représentés. La 

compétition pour l’accès au nutriment cause une diminution de la prolifération d’espèces pathogènes : a) certaines 

espèces produisent des peptides antimicrobiens tels que la bactériocine menant à la lyse cellulaire ou l’inhibition de 

la croissance de pathogènes ; b) la production de métabolites tels que l’acide biliaire secondaire permet d’inhiber 

l’expression de gènes de virulence ; c) La production d’acides gras à chaîne courte (SCFAs ; short chain fatty acids) 

permet également d’inhiber l’expression de gènes de virulence d’espèces telles que Salmonella [167]. Reproduit à 

partir de When pathogenic bacteria meet the intestinal microbiota, Rolhion, N. et B. Chassaing, Philosophical 

transactions of the Royal Society of London, volume 371, ©2016, avec l’autorisation de Royal Society. 
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1.3.4 La production d’acides gras à chaîne courte 

Des preuves abondantes indiquent que les métabolites produits par le microbiote ont un 

impact majeur sur la santé intestinale de l’hôte. Entre autres, certaines espèces bactériennes 

fermentent des nutriments en SCFAs qui seront ensuite absorbés par les cellules intestinales 

[168]. Les principaux SCFAs sont le formiate, l’acétate, le propionate et le butyrate. Ils constituent 

une source majeure d’énergie pour les entérocytes. Notamment, l’absorption du butyrate 

favorise la production de mucus en surface de la muqueuse intestinale et la sécrétion de peptides 

antimicrobiens [137, 169]. La sécrétion de mucus permet de réduire les contacts avec les 

antigènes, et les peptides antimicrobiens, de réduire la prolifération et la translocation des 

espèces pathogènes [154, 169]. Ainsi, l’absorption de butyrate permet de maintenir l’intégrité 

de la barrière intestinale. Également, la synthèse des SCFAs induit une réduction du pH, ce qui 

favorise les espèces bactériennes bénéfiques dans l’environnement [13]. Le butyrate est un 

métabolite identifié comme un élément améliorant la fonction de la barrière intestinale par le 

biais d’expression de gènes codants pour des protéines qui composent les jonctions serrées de 

la barrière intestinale telles que la Claudine-1 et de Zonula Occludens-1 (ZO-1) [30, 84, 170]. De 

plus, ils exercent un effet anti-inflammatoire autant au niveau systémique qu’au niveau local 

[171]. 

1.3.5 La déconjugaison de l’acide biliaire primaire 

Les acides biliaires secondaires sont obtenus par la déconjugaison d’acides biliaires 

primaires qui est effectuée par le biais d’une activité enzymatique de Clostridium Hiranonis [172]. 

Les acides biliaires secondaires contribuent à l’homéostasie des lipides, du glucose et d’autres 

substrats métaboliques [173]. Ils ont un effet anti-inflammatoire et permettent de réduire les 

niveaux de glucose grâce à leur liaison avec différents récepteurs tels que le Farnesoid X 

(récepteur nucléaire) et le Takeda (couplé à une protéine G) [15, 16]. Les résultats obtenus dans 

le cadre d’une étude récente effectuée par Blake et al. indiquent que les acides biliaires 

secondaires sont inférieurs chez des chiens atteints d’insuffisance pancréatique exocrine par 

rapport aux individus en bonne santé. D’ailleurs, une altération de la conversion d’acides biliaires 

secondaire a été observée chez des chiens atteints d’entéropathies chroniques [17, 84, 174, 175]. 
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Cependant, des travaux de recherche supplémentaires sont nécessaires pour clarifier le lien entre 

les maladies gastro-intestinales et la déconjugaison de l’acide biliaire primaire par C. hiranonis.  

1.3.6 La production de vitamines 

Chez l’homme, il a été démontré que les microorganismes composant le microbiote 

intestinal synthétisent différentes vitamines telles que la vitamine K ainsi que la plupart des 

vitamines B hydrosolubles (biotine, la cobalamine, les folates, l’acide nicotinique, l’acide 

pantothénique, la pyridoxine, la riboflavine et la thiamine) [176-181]. 

Une carence en cobalamine ou en folate pourrait mener au développement d’importants 

troubles gastro-intestinaux (GI), reproductifs, neurologiques et hématologiques chez l’homme 

[182-184]. En outre, certaines bifidobactéries pourraient contribuer à la production de folate 

[185]. Une étude pilote impliquant 23 volontaires sains a été menée par Strozzi et al. ces derniers 

ont évalué la capacité de 3 souches probiotiques appartenant au genre Bifidobacterium à 

produire le folate [181]. Les souches Bifidobacterium adolescentis et Bifidobacterium 

pseudocatenulatum ont mené à une augmentation significative de la concentration en folates 

fécaux chez les individus [181]. Des augmentations correspondantes du folate sérique ont 

également été observées d’une étude effectuée sur un modèle murin ayant reçu un probiotique 

contenant 3 souches de Bifidobactéries produisant le folate [186].  

1.4 Les facteurs ayant un impact sur le microbiote  

De plus en plus d’études démontrent l’existence de facteurs pouvant affecter le 

microbiote intestinal. Entre autres, le stress semble induire des altérations de différents 

paramètres physiologiques ainsi que dans la composition du microbiote intestinal. En effet, une 

étude menée chez des militaires exposés à un stress intense causé par l’entraînement a montré 

une augmentation significative de la perméabilité intestinale découlant de changements 

importants de la composition bactérienne [187]. Également, une étude menée chez des chiens 

d’assistance exposés à des vols en hélicoptère a montré des changements significatifs de 

différents métabolites sanguins, de l’abondance et de la composition bactérienne ainsi que 

l’altération de la consistance des selles [188]. 
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L’environnement, ainsi que les individus qui y vivent, peut avoir un impact sur le 

microbiote. Des analyses du microbiote cutané et intestinal de plusieurs familles effectuées par 

Song et al. ont rapporté des similitudes entre les individus humains cohabitants, mais également 

des similitudes entre ces humains et leurs animaux de compagnie. Les impacts de ce partage 

étaient beaucoup plus importants au niveau cutané qu’au niveau intestinal [189]. De plus, des 

analyses longitudinales métagénomiques et par le séquençage du gène ribosomal 16S 

d’échantillons fécaux de 903 enfants âgés de 3 à 46 mois suggèrent que des facteurs 

environnementaux tels que la localisation géographique, les individus qui composent la 

résidence familiale et l’exposition à des animaux à fourrure affectent le microbiote fécal [190]. 

Une étude menée chez des porcelets a démontré des différences sur le plan de leur microbiote 

intestinal en fonction du milieu dans lequel ils ont été élevés. Les porcelets qui ont été élevés à 

l’intérieur dans un milieu hygiénique ont montré une abondance inférieure du genre 

Lactobacillus et une abondance supérieure de phylums potentiellement pathogènes, 

comparativement aux individus qui ont été exposés à l’extérieur dans un milieu naturel. De plus, 

les espèces appartenant au genre Lactobacillus montraient une implication dans le maintien de 

la barrière intestinale et dans le contrôle d’espèces pathogènes [191].  

De façon plus importante, d’autres facteurs provoquent des changements dans la 

composition bactérienne, tels que l’usage d’antibiotiques et la diète [192, 193].  

1.4.1 L’usage des antibiotiques 

Dans le domaine de la médecine vétérinaire, les antibiotiques sont majoritairement 

utilisés comme traitement de première ligne chez les patients atteints de diarrhées aiguës [194-

197]. Cependant, plusieurs chercheurs ont rapporté que l’utilisation d’antibiotiques pourrait 

mener à des modifications défavorables de la composition du microbiote fécal de chiens [198-

209]. Cattaneo et al. ont utilisé une approche métabolomique pour évaluer les changements 

induits par un traitement antibiotique sur un modèle murin. Les résultats indiquent que, parmi 

tous les métabolites détectés, les niveaux de plus de 87 % d’entre eux étaient affectés. Par 

conséquent, des voies métaboliques de haute importance pour le maintien de la santé, telles que 

le métabolisme d’acides biliaires et de la synthèse d’hormones eicosanoïdes et stéroïdes, étaient 
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affectés [206]. De plus, Buffie et al. ont rapporté qu’une dose unique de clindamycine a causé 

des changements radicaux dans la composition bactérienne du microbiote de la souris et a induit 

une prédisposition accrue lors de l’induction d’une colite à Clostridioides difficile [208].  

Dans un essai thérapeutique prospectif effectué chez des chiens atteints de diarrhées 

aiguës, un traitement à l’aide d’un antibiotique tel que le métronidazole sur une période de 7 

jours a été administré. La composition bactérienne des matières fécales a été comparée à celle 

observée chez des chiens sains. Les résultats indiquent que, malgré l’amélioration de la 

consistance des selles, les chiens atteints de diarrhées aigües présentaient toujours une 

différence significative sur le plan de la diversité bactérienne et des profils métaboliques 

comparativement aux chiens sains [30]. D’autres analyses de la composition du microbiote fécal 

de chiens et d’humains traités avec un antibiotique appuient ces résultats [198-209].  

Une étude randomisée à double aveugle contrôlée par placebo effectuée par Langlois et 

al. suggère que l’utilisation du métronidazole permet de raccourcir la durée des diarrhées aiguës. 

En effet, les individus traités au métronidazole souffraient de diarrhées durant 2,1 jours en 

moyenne contre 3,6 jours pour le groupe placebo. Cependant, les résultats observés dans une 

autre étude randomisée avec placebo indiquent que l’utilisation d’antibiotiques ne permet pas 

de réduire la durée des diarrhées comparativement au groupe placebo [210, 211]. De plus, de 

nombreux essais cliniques et rapports de cas ont rapporté l’échec de l’utilisation des 

antibiotiques pour le traitement de diverses entéropathies chroniques et aiguës chez des 

patients canins et humains [33, 42, 43, 45, 199, 212-216].  

Bien que les antibiotiques aient sauvé d’innombrables vies, ils doivent être utilisés de 

manière responsable et restrictive pour minimiser la résistance et pour maintenir un microbiote 

intestinal sain et diversifié.  

1.4.2 La diète 

De nombreuses études indiquent que la diète a un impact sur la composition bactérienne 

du microbiote. En effet, une exposition à un certain type de nutriment pourrait favoriser la 

sélection de bactéries ayant la capacité de les métaboliser [217]. Par exemple, une étude 
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effectuée chez l’humain a révélé qu’une diète riche en produits d’origine animale favorise la 

prolifération d’espèces telles que Alistipes, Bilophila, et Bacteroides au détriment d’espèces telles 

que Roseburia, Eubacterium rectale et Ruminococcus bromii [218]. Ces dernières sont des 

espèces bénéfiques pour l’hôte, car elles métabolisent les polysaccharides végétaux en butyrate 

[218]. Comme mentionné précédemment, le butyrate améliore l’immunité intestinale en 

augmentant, par exemple, le nombre et la fonction des lymphocytes Treg qui sont nécessaires au 

maintien de la tolérance immunitaire et au contrôle de l’inflammation [219].  

Les études effectuées chez le chien suggèrent également que le microbiote intestinal est 

considérablement influencé par la diète [106, 192, 220-222]. Entre autres, Junhyung et al. ont 

rapporté des différences au niveau du microbiote chez des chiens nourris avec une diète dite 

« naturelle » (viande et végétaux crus) et des chiens nourris avec une diète commerciale [192]. 

Les résultats ont montré une diversité bactérienne plus importante pour les chiens nourris avec 

un régime naturel comparativement aux chiens nourris avec un aliment commercial [192]. 

Toutefois, cette étude soulève une possible augmentation des risques d’infection par des espèces 

pathogènes étant donné l’abondance plus importante de Clostridium perfringens et de 

Fusobacterium varium rapportée chez les chiens nourris avec la diète naturelle [192].  

1.5 Les manipulations du microbiote intestinal 

L’intérêt pour les manipulations du microbiote intestinal réside principalement dans les 

différences observées entre la composition du microbiote intestinal d’individus malades, par 

rapport aux individus en santé, dans de nombreuses maladies humaines et canines. Bien que la 

relation de cause à effet entre les altérations du microbiote intestinal et la maladie ne soit pas 

toujours claire, les manipulations du microbiote intestinal sont reconnues comme une avenue 

permettant de normaliser la composition et d’obtenir un bénéfice thérapeutique. Ainsi, l’usage 

des pré ou probiotiques et notamment la transplantation de microbiote fécale (TMF) suscitent 

l’intérêt. 
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1.5.1 Les probiotiques 

En médecine vétérinaire, l’usage des probiotiques est de plus en plus répandu. Quelques 

études ayant évalué l’efficacité des probiotiques pour le traitement des troubles gastro-

intestinaux ont été effectuées [223-226]. Les conclusions d’une revue systémique de la littérature 

suggèrent que les probiotiques ne permettent pas de diminuer les signes cliniques de maladies 

gastro-intestinales chroniques. Ils auraient un effet limité, voire absent, sur la prévention ou le 

traitement de maladies gastro-intestinales aiguës [227]. De plus, les probiotiques n’étant 

généralement pas définis comme des médicaments [228], pourraient contenir des 

concentrations et des organismes différents de ceux indiqués sur l’emballage. Par ailleurs, les 

manufacturiers n’ont aucune obligation de procéder aux différentes phases de développement 

prouvant l’efficacité et l’innocuité des probiotiques pour leur commercialisation [229]. 

Une évaluation microbiologique de 8 probiotiques vétérinaires et de 5 probiotiques 

humains a été effectuée afin de comparer le contenu réel avec celui indiqué sur l’emballage. Les 

résultats ont montré que les organismes et leur quantité correspondaient à ce qui était 

mentionné sur l’emballage seulement pour le 2/13 des probiotiques testés. De plus, la majorité 

des produits contenaient de faibles concentrations d’organismes viables. D’autres utilisaient des 

espèces n’ayant pas démontré d’effets probiotiques, voire des organismes potentiellement 

pathogènes [230].  

Malgré l’absence de réglementation dans la commercialisation de ces produits, ils sont 

généralement sans danger, mais doivent être utilisés avec prudence chez des patients gravement 

malades ou immunosupprimés. En effet, l’utilisation de probiotiques chez des animaux et des 

humains gravement malades ou immunosupprimés pourrait engendrer un risque de développer 

des effets indésirables, selon une revue systématique de la littérature [231]. De plus, il a été 

rapporté que certains probiotiques auraient transféré des gènes de résistance [232, 233].  

Des travaux de recherche plus approfondis sont nécessaires afin de bien comprendre 

l’impact de l’introduction d’un ou de plusieurs organismes dans le microbiote, de même qu’une 

régulation des probiotiques.  
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1.5.1 Les prébiotiques 

Les prébiotiques sont des glucides non digestibles qui sont dégradés par les 

microorganismes du microbiote intestinal du colon. Ils sont des glucides oligosaccharidiques, des 

fructo-oligosaccharides, des galacto-oligosaccharides, des amidons et des oligosaccharides 

dérivés du glucose. Les prébiotiques constituent une source de nutriments pour les 

microorganismes bénéfiques et, ainsi, favorisent leur prolifération [234]. Lorsque les 

prébiotiques sont fermentés par l’intestin, différents acides gras à chaîne courte connus pour 

avoir des effets bénéfiques sur la santé de l’hôte sont produits [235]. Malgré les bienfaits qu’ils 

peuvent potentiellement apporter, il existe très peu d’analyses dans la littérature des effets 

exacts des prébiotiques sur la composition du microbiote et de leur effet thérapeutique. Des 

essais randomisés contrôlés par placebo sont nécessaires afin de déterminer leur efficacité dans 

le traitement de maladies gastro-intestinales. 

1.5.2 La transplantation de microbiote fécal (TMF) 

La TMF est une méthode qui consiste en l’utilisation de la matière fécale provenant d’un 

donneur sain, suivie d’une transplantation dans le tube digestif d’un patient atteint de dysbiose 

à des fins thérapeutiques. Trois aspects importants doivent être considérés lors la TMF à savoir : 

la sélection des donneurs, l’entreposage des transplants fécaux et la voie d’administration [47]. 

À ce jour, aucun protocole vétérinaire n’a été établi pour la conservation des échantillons fécaux 

et l’administration de la TMF. Par contre, un consensus international a récemment été adopté 

pour la conservation des transplants fécaux chez les humains incluant la sélection des donneurs, 

la collecte, la préparation et le stockage des matières fécales [236]. De surcroît, un consensus 

européen pour la transplantation fécale a été élaboré, incluant la sélection des donneurs, la 

préparation des matières fécales et l’administration des transplants fécaux [237]. Dans les deux 

cas, les lignes directrices proposées concernaient uniquement le traitement de CDI. Néanmoins, 

parmi les essais cliniques effectués chez les humains et les chiens, il existe une grande variabilité 

parmi les voies d’administration ainsi que les méthodes de préparation et d’entreposage 

(Tableau 3.) [33, 199, 238-243].  
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Tableau 3 - Méthodes de préparation et d’entreposage d’échantillons fécaux pour la TMF. Ce tableau représente une liste non exhaustive, à titre d’exemple, des 

méthodes utilisées dans le cadre d’essais cliniques chez les humains [238-242]  A) et les chiens [33, 199, 243] B).  

A) 
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B) 
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L’usage de la TMF remonte au quatrième siècle en Chine pour le traitement de gastro-

entérites et de diarrhées chez l’humain [244]. Plus récemment, elle a été utilisée avec succès 

comme traitement contre CDI récurrente qui ne répondait pas à un traitement par antibiotiques 

[212]. Le taux de succès pour la résolution des symptômes était d’environ 90 %. La TMF permet 

de rétablir la santé gastro-intestinale par le biais d’une augmentation de la diversité bactérienne 

et de la quantité des populations bénéfiques. D’ailleurs, ces changements créent un milieu 

défavorable au développement de Clostridioides  difficile, causé, entre autres, par l’augmentation 

d’espèces productrices de peptides antimicrobiens [5]. Par conséquent, la TMF est maintenant 

considérée en premier lieu dans les centres hospitaliers pour le traitement de CDI [32].  

L’utilisation de la TMF pour le traitement de maladies autres qu’une CDI telles que des 

maladies inflammatoires de l’intestin incluant la colite ulcéreuse [37] et la maladie de Crohn [38] 

suscite l’intérêt. En outre, plusieurs auteurs ont rapporté que la TMF semble efficace pour le 

traitement de maladies extra-intestinales telles que le diabète, l’obésité, des troubles de santé 

mentale et la dermatite atopique [35, 36, 47, 245-248]. Selon la majorité des études, la TMF 

agirait par le biais d’une augmentation de la diversité bactérienne et du nombre de populations 

bénéfiques ainsi que par la modulation du système immunitaire. La TMF semble également avoir 

une tendance à produire des changements menant à une similitude entre le microbiote du 

receveur et du donneur à la suite du traitement [5, 249]. Cependant, l’incertitude quant au 

mécanisme d’action exact de la TMF et à la complexité de l’écosystème du microbiote intestinal 

limite l’établissement d’un protocole de la TMF. Ainsi, de nombreux travaux de recherche sont 

nécessaires afin qu’elle puisse être utilisée de façon courante pour des applications autres que 

le traitement de CDI. 

1.5.3 La TMF en médecine vétérinaire 

Le succès de la transplantation du microbiote fécal chez l’humain dans de nombreux 

essais cliniques a suscité l’intérêt de son utilisation en médecine vétérinaire auprès des animaux 

de compagnie. Cependant, très peu d’études cliniques ont été réalisées chez les animaux afin de 

prouver son efficacité pour le traitement d’entéropathies ou de maladies extra-intestinales [250].  
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Parmi les essais cliniques effectués en médecine vétérinaire, Pereira et al. ont testé la 

TMF chez des chiots atteints de parvovirus. Les chiots ont été divisés en deux groupes de façon 

aléatoire : l’un regroupant les chiots ayant reçu le traitement médical standard (STD) et l’autre, 

ceux ayant reçu la TMF et le traitement standard (STD+FMT). Le traitement standard consiste en 

l’administration par voie intraveineuse d’une solution saline à laquelle ont été ajoutés du 

chlorure de potassium (Lactate de Ringer), des antiémétiques, des protecteurs de la muqueuse 

gastrique et des antibiotiques (céphalothine, triméthoprime‐sulfa et métronidazole). Le taux de 

mortalité pour le groupe ayant reçu la TMF était de 21,2 % contre 36,4 % pour le groupe ayant 

reçu le traitement standard. Cependant, la différence entre les taux de mortalité des deux 

groupes n’était pas significative. En contrepartie, le temps de résolution des diarrhées était 

significativement plus rapide chez les chiens ayant reçu la transplantation (durée médiane de 3 

jours (STD+FMT) contre 6 pour le groupe STD) [33].  

Chaitman et al. ont comparé les effets thérapeutiques d’un antibiotique avec la 

transplantation de microbiote fécal chez des chiens adultes atteints de diarrhées aiguës. Sept 

jours après la TMF, l’index de dysbiose était revenu à une valeur normale, contrairement aux 

chiens ayant reçu l’antibiotique [30]. De plus, des changements favorables se sont manifestés sur 

le plan de la composition bactérienne parmi le groupe ayant reçu la TMF contrairement au 

groupe ayant reçu les antibiotiques. Les chercheurs ont noté une augmentation de la diversité 

bactérienne et de la quantité d’espèces bactériennes bénéfiques telles que C. hiranonis et 

Faecalibacterium ainsi qu’une diminution d’espèces pathogènes telle qu’Escherichia coli [30]. De 

plus, le métabolome (ensemble des métabolites) fécal ainsi que la diversité bactérienne chez les 

chiens traités avec la TMF étaient similaires à celui des chiens sains ayant servi de groupe 

contrôle, contrairement à celui des chiens qui avaient reçu l’antibiotique [30]. Bien que les 

résultats de ces études soient très encourageants, il demeure que trop peu d’essais cliniques sont 

menés chez le chien. Pour optimiser la TMF, il est nécessaire d’établir un protocole pour la 

préparation et la transplantation des échantillons fécaux.  

Dans une étude de série de cas non contrôlée récente, la TMF a été effectuée à l’aide de 

matières fécales  encapsulées sur 8 chiens atteints de dermatite atopique [251]. Le traitement 
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consistait en l’administration orale de capsules 2 fois par jour pendant 4 semaines. Des 

évaluations des signes cliniques à l’aide de l’indice de gravité et d’étendue (version 4) (c.-à-d. 

érythème, lichénification et alopécie/excoriation), de l’échelle visuelle analogique du prurit (VAS) 

et de l’analyse de la composition du microbiote fécal ont été effectuées. L’index de sévérité et 

les scores de prurit étaient significativement diminués à la fin du traitement pour l’ensemble des 

individus. Aucune récidive n’a été observée 18 mois après la fin du traitement lors du suivi. Dans 

l’ensemble, la TMF aurait significativement amélioré la condition de tous les individus. De plus, 

les résultats de l’analyse du microbiote intestinal suggèrent que la TMF a engendré 

l’augmentation de la diversité et de la richesse bactérienne. 

Bien que cet essai clinique présente des résultats encourageants, celui-ci comporte 

certaines limitations. En effet, l’auteur a rapporté avoir des conflits d’intérêts en lien avec le sujet 

de recherche (investissement et développement). De plus, il a été mentionné par l’auteur qu’au 

début de l’étude, tous les chiens ont été soumis à une alimentation composée de protéines 

hydrolysées durant au moins 2 mois. Il n’est donc pas certain si les résultats obtenus sont 

attribuables à la diète, à la TMF ou à la combinaison des deux traitements. Finalement, l’étude 

n’a pas été contrôlée par placebo et par aveugle, ce qui n’était pas possible selon l’auteur. Les 

évaluations faites par les propriétaires ou par le chercheur pourraient donc être biaisées [252]. 

1.6 L’importance de la viabilité bactérienne 

De nombreux travaux de recherche indiquent que l’utilisation de la TMF engendre des 

modifications dans la composition du microbiote intestinal du receveur [30, 44, 216, 249, 253]. 

De plus, certains chercheurs suggèrent qu’une ressemblance de la composition bactérienne 

entre le donneur et le receveur est associée à une amélioration des signes cliniques ou une 

rémission complète de la maladie [43, 215, 254-256]. 

 Par exemple, la caractérisation de la composition bactérienne chez des patients humains 

atteints de CDI a été effectuée [255]. Comparativement à la composition initiale, une 

augmentation de différentes populations appartenant au phylum des Bacteriodetes et des 

Firmicutes a été observée à la suite de la TMF. La comparaison de la composition bactérienne du 
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donneur et du receveur indique que la composition bactérienne du receveur était similaire à celle 

du donneur à la suite de la TMF. De plus, ces changements étaient associés à une rémission 

complète de la maladie [255]. Ceci indique que les microorganismes doivent demeurer viables 

au moment de la transplantation.  

1.7 La préparation des échantillons pour la TMF 

De nombreuses études suggèrent que les conditions dans lesquelles les échantillons sont 

préparés et entreposés ont un impact sur la viabilité bactérienne et la qualité des échantillons 

fécaux humains [46, 49, 63, 257-261].  

1.7.1 L’exposition à l’oxygène 

Le microbiote intestinal de l’humain contient majoritairement des espèces anaérobies 

particulièrement sensibles à l’exposition à l’oxygène [262]. Certaines études se sont donc 

penchées sur les effets de l’oxygène sur la viabilité bactérienne. Entre autres, Papanicolas et al. 

ont comparé la viabilité des échantillons préparés en absence d’oxygène ou à l’air ambiant, puis 

soumis à une température de -80 °C dans une solution avec glycérol à une concentration finale 

de 10 % durant 48 heures [49]. Les analyses ont été effectuées à partir des selles provenant de 8 

donneurs sélectionnés à partir de critères utilisés pour l’identification de donneurs potentiels de 

matières fécales. Pour la détermination des taux de viabilité, les chercheurs ont utilisé le 

monoazide de propidium (PMA ; propidium monoazide), qui a été combiné avec la PCR 

quantitative suivie du séquençage des amplicons du gène ARNr 16 S. L’analyse des métabolites 

bactériens a été effectuée à l’aide d’un modèle de fermentation in vitro. Initialement, l’ensemble 

des échantillons frais en condition anaérobie avaient une viabilité d’environ 50 %. À la suite de 

l’homogénéisation à l’air ambiant, la viabilité était de 19 % contre 50 % initialement. En présence 

d’oxygène, l’abondance des taxons commensaux comprenant des espèces produisant le butyrate 

telles que Faecalibacterium prausnitzii, Subdoligranulum variable et Eubacterium hallii était 

inférieure. À l’inverse, le genre Escherichia, normalement associé au développement 

d’entéropathies, a été favorisé par la présence d’oxygène. D’ailleurs une production inférieure 

de butyrate et d’acétate a été observée dans les échantillons exposés à l’oxygène. À la suite de 
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la congélation, la viabilité des échantillons était de 23 %. Cependant, la congélation n’a pas 

modifié de manière significative la composition du microbiote viable [49].  

Bien que le microbiote intestinal du chien soit lui aussi composé majoritairement 

d’espèces anaérobies strictes [48], aucune étude n’a évalué l’impact de l’oxygène sur la viabilité 

bactérienne lors de la préparation d’échantillons fécaux canins. Il est donc nécessaire de tester 

si les impacts de l’oxygène sur la composition et sur la viabilité bactérienne seraient les mêmes 

que ceux observés pour les échantillons fécaux humains.  

1.8 L’entreposage des transplants fécaux  

La préparation d’échantillons congelés est une option intéressante, car elle permet de 

faciliter l’accès à la transplantation fécale en usage clinique [50]. Par ailleurs, elle permet de 

préparer plusieurs échantillons en réserve à partir d’un donneur de qualité. Ainsi, dans le 

domaine médical, cette méthode de préparation pourrait être un atout intéressant qui faciliterait 

l’usage thérapeutique de la TMF [263].  

1.8.1 La congélation 

Plusieurs chercheurs ont testé l’usage d’un cryoprotecteur lors de la congélation de 

transplants fécaux afin de limiter les dommages associés à la cristallisation. L’entreposage des 

transplants fécaux est généralement effectué par la congélation à une température de -80 °C 

avec un cryoprotecteur contenant du glycérol à une concentration finale de 10 %. Costello et al. 

ont rapporté que la congélation dans le glycérol menait à une préservation de la viabilité 

bactérienne pour une période allant jusqu’à 6 mois [264]. Cependant, Papanicolas et al. ont 

rapporté une viabilité bactérienne inférieure pour les échantillons congelés avec un 

cryoprotecteur au glycérol comparativement aux échantillons frais [49]. Bellali et al. ont testé 

l’usage d’un cryoprotecteur contenant du saccharose (10 %), du tréhalose (10 %), du lait écrémé 

(10 %) et des antioxydants pour préserver la viabilité bactérienne lors de la congélation [63]. Les 

antioxydants permettent de préserver les espèces anaérobies du stress oxydatif [265], alors que 

les autres éléments permettent de protéger la membrane cellulaire en diminuant les dommages 

associés à la congélation [266]. La viabilité bactérienne était de 89,47 % pour les échantillons 
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congelés avec le cryoprotecteur, ce qui était similaire à la viabilité des échantillons frais [63]. À 

l’inverse, la viabilité des échantillons congelés en solutions salines a chuté à 19,01 %. Des 

analyses morphologiques par microscopie électronique à balayage ont été effectuées et les 

échantillons n’ayant pas été congelés avec le cryoprotecteur présentaient des dommages 

cellulaires importants. Inversement, ceux ayant été congelés avec le cryoprotecteur ont conservé 

une membrane cellulaire intacte [63]. 

Bien que la méthode de congélation utilisée par Bellali et al. et la congélation avec du 

glycérol soient prometteuses, les études sur la préservation de viabilité bactérienne à l’aide d’un 

cryoprotecteur sont peu nombreuses. Par ailleurs, jusqu’à présent, aucune étude prospective n’a 

été publiée en ce qui concerne l’évaluation de l’impact de la congélation, à partir d’échantillons 

fécaux canins. Considérant que la composition bactérienne n’est pas exactement la même que 

celle de l’humain [267], il serait nécessaire d’évaluer si l’utilisation d’un cryoprotecteur 

permettrait d’obtenir ces mêmes résultats chez le chien.  

Dans la littérature, il est mentionné que l’efficacité clinique de la TMF pour le traitement 

d’entéropathies ne serait pas affectée par la congélation. Cependant, il semble qu’une seule 

étude comparative ait été effectuée pour le traitement de CDI chez l’humain [268]. Cette 

affirmation repose donc sur des méta-analyses plutôt que sur des analyses comparatives [269]. 

De plus, l’efficacité de la TMF semble variable en fonction du problème de santé qui est traité 

ainsi que selon la méthode de congélation (température, temps d’entreposage, etc.) [270]. Par 

conséquent, des recherches visant l’optimisation de la viabilité des échantillons ainsi que 

l’élaboration d’un protocole d’entreposage sont requises. 

1.8.2 Les autres méthodes d’entreposage 

La lyophilisation est la technique la plus couramment utilisée pour l’élaboration des 

probiotiques et pour assurer leur stabilité lors de l’entreposage. D’ailleurs, elle est maintenant 

de plus en plus utilisée pour effectuer l’entreposage de transplants fécaux [261, 271-277]. La 

majorité des travaux de recherches ont rapporté que l’utilisation de la lyophilisation apportait 

une stabilité comparable ou supérieure aux échantillons fécaux congelés [261, 278-280]. 
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Cependant, sans l’utilisation d’un cryoprotecteur approprié, la lyophilisation endommagerait les 

membranes cellulaires et les protéines et, ainsi, elle ferait diminuer la viabilité bactérienne [257-

261]. De plus, les résultats de travaux antérieurs ont suggéré que la lyophilisation pouvait mener 

à une plus grande perte de métabolites comparativement à la cryopréservation [280]. D’autres 

chercheurs ont rapporté que la lyophilisation permettait, au contraire, d’obtenir une plus grande 

stabilité de certains métabolites tels que les acides gras à chaîne courte [278, 279]. Ces 

contradictions indiquent la nécessité d’effectuer des évaluations de la viabilité bactérienne et de 

l’intégrité des métabolites des transplants fécaux lyophilisés. Néanmoins, le produit final de la 

lyophilisation permet l’élaboration de capsules pour effectuer la TMF par voie orale, qui est 

moins invasive que les autres voies d’administration. Elle permet ainsi une administration par le 

propriétaire et, au besoin, une répétition de l’administration.  

L’azote liquide est utilisé pour conserver plusieurs types cellulaires (embryonnaires, 

immunitaires, végétales, germinales, etc.) [281-285]. De plus, l’azote liquide est une méthode 

largement utilisée depuis plusieurs décennies pour effectuer l’entreposage de microorganismes 

incluant des bactéries [286-290]. La cryopréservation des transplants fécaux à l’azote liquide a 

fait l’objet de très peu d’études jusqu’à présent, mais les résultats obtenus suggèrent qu’elle est 

également efficace pour conserver adéquatement les échantillons fécaux à leur état initial [286, 

288, 290-293]. Cependant, elle a pour désavantage d’entraîner des risques de contamination par 

les microorganismes de l’environnement présents sur les contenants qui sont placés dans le 

conteneur d’azote. L’accumulation de ces microorganismes au fil du temps peut constituer un 

risque de contamination croisée. Des précautions doivent donc être prises afin de limiter le plus 

possible le transport des contaminants [294].  

La cryopréservation à l’azote liquide ainsi que la lyophilisation présentent des avantages 

et des inconvénients. Leur efficacité pour la conservation de la viabilité bactérienne semble varier 

en fonction des différentes espèces contenues dans les échantillons [295-299]. Le 

développement de protocoles standardisés pour l’entreposage des transplants fécaux de qualité 

pourrait sans aucun doute faciliter l’utilisation de ces transplants en clinique et permettre 
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l’élaboration de banques fécales. Toutefois, très peu de recherches ont été menées au sujet des 

différentes méthodes d’entreposage, et des recherches supplémentaires sont donc nécessaires.  

1.9 Les donneurs et le protocole de sélection  

 Jusqu’à présent, la normalisation dans l’identification d’un donneur optimal n’a jamais 

été développée et aucun protocole pour effectuer la sélection de donneurs canins n’a été mis 

sur pied. Cependant, les donneurs passent normalement une quantité importante de tests de 

santé pour éviter la transmission de maladies infectieuses. Dans une étude clinique où la TMF a 

été employée chez des chiens atteints de parvovirus, le contrôle de l’état de santé des donneurs 

était effectué par la vérification de l’historique vaccinal, de l’usage récent d’antimicrobiens, de 

vomissements ou de diarrhées, par des analyses biochimiques et hématologiques ainsi que par 

des analyses parasitologiques et de cultures virales [33]. Néanmoins, les critères de sélection 

divergent parmi les différentes études effectuées jusqu’à présent. Récemment, Chaitman et al. 

ont relevé une liste de critères proposés pour effectuer la sélection, résumés dans le Tableau 4. 
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Tableau 4 - Critères de sélection recommandés pour la sélection de donneurs fécaux canins. Les critères de 

sélection d’un donneur de microbiote fécal canin pour la TMF, traduits en français et suggérés par Chaitman et al., 

sont représentés dans ce tableau [300]. Traduit à partir de Fecal microbiota transplantation in dogs, Jennifer 

Chaitman et Frédéric Gaschen, Veterinary Clinics of North America: Small Animal Practice, volume 51, pages 219-

233, ©2021 avec l'autorisation de Elsevier Inc. 
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Il existe une banque de matières fécales commerciale aux États-Unis nommée Animal 

Biome [301]. Cette entreprise s’appuie sur des critères similaires, mais moins nombreux que ceux 

de la liste suggérée par Chaiteman et al. Entre autres, les critères de cette entreprise impliquent 

l’absence de problèmes de comportements et d’obésité, une bonne consistance fécale et une 

diversité bactérienne élevée, l’absence de quelconque problème de santé et, finalement, 

l’absence de parasites détectés par PCR. Un indice de dysbiose négatif (euboise) ne semble pas 

pris en considération par l’entreprise. Pourtant, il s’agit d’une analyse pouvant appuyer l’absence 

de problèmes gastro-intestinaux. En effet, les analyses qu’ils effectuent ne permettent pas de 

déterminer si l’animal présente certains symptômes non rapportés par le propriétaire tels que 

des douleurs abdominales, un ralentissement du transit intestinal, etc. Toutefois, les critères 

d’Animal Biome permettent d’assurer un contrôle limitant la transmission de maladies 

infectieuses. 

Dans l’ensemble, l’étendue des analyses de santé semble reposer sur les préférences du 

vétérinaire à défaut d’avoir un protocole de sélection. Puisqu’il n’existe pas de normes pour la 

sélection d’un donneur, la préparation et l’administration des échantillons [47], il est difficile de 

comparer l’efficacité de la TMF dans le cadre d’études cliniques.  

1.9.1 La diversité bactérienne et la TMF 

 La diversité bactérienne est variable d’un individu à l’autre et pourrait potentiellement 

mener à des écarts quant à l’efficacité de la TMF. En effet, un essai prospectif ouvert de 

transplantation répétée de microbiote fécal effectué par Kump et al. suggère que la composition 

du microbiote intestinal du donneur pourrait influencer la rémission de la TMF chez les patients 

humains atteints de rectocolite hémorragique [216]. Parmi les individus ayant montré une 

réponse clinique à la TMF, 59 % des patients voyaient leur condition améliorée, et ce, sans 

rémission, et 24 % connaissaient une rémission complète. Les individus ayant reçu les selles 

provenant de donneurs ayant une richesse bactérienne élevée (nombre d’espèces observées 946 

± 93) obtenaient une rémission complète comparativement aux individus n’ayant pas connu de 

rémission (nombre d’espèces observées 797 ± 181). En outre, l’abondance relative élevée 

d’Akkermansia muciniphila (3,3 ± 3,1 % contre 0,1 ± 0,2 %), de Ruminococcaceae non classées 
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(13,8 ± 5,0 % contre 7,5 ± 3,7 %), et de Ruminococcus spp. (4,9 ± 3,5 % contre 1,0 ± 0,7 %) était 

plus susceptible d’induire une rémission [216].  

Certaines études menées auprès de patients humains atteints de maladies inflammatoires 

de l’intestin suggèrent l’existence d’un « super-donneur ». Ce dernier est défini comme un 

individu sain ayant un microbiote qui présente une composition bactérienne favorable à une 

bonne santé (c.-à-d. abondance élevée d’espèces productrices d’acides gras à chaîne courte et 

diversité bactérienne élevée) [302]. Dans une étude randomisée avec contrôle effectué par 

Moayyedi et al., la TMF ou un placebo a été attribué à 70 patients atteints de colite ulcéreuse 

durant une période de 6 semaines. Au total, 38 donneurs ont été sélectionnés pour la préparation 

de la TMF. Cette dernière s’est avérée supérieure au placebo, entraînant des taux 

significativement plus élevés de rémission. Au total 9 patients ont obtenu une rémission dont 7 

avaient reçu une TMF provenant du même donneur. Par conséquent, il a été suggéré que le 

succès de la TMF dépendait du donneur[239]. 

1.10 Les voies d’administration de la TMF  

En médecine humaine, la TMF est administrée soit par lavement au cours d’une 

coloscopie, par sonde naso-gastrique ou par l’administration orale de capsules. D’ailleurs, de 

nombreuses études ont été effectuées afin de déterminer la voie d’administration idéale. Une 

étude pilote randomisée comparant l’efficacité clinique de l’administration du microbiote fécal 

par voies gastro-intestinales supérieures et inférieures n’a pas révélé de différence significative 

entre ces deux méthodes [303]. Cependant, une revue systématique et des méta-analyses ont 

rapporté des contradictions dans ces résultats. En effet, la voie gastro-intestinale inférieure 

présentait généralement une efficacité clinique plus élevée que la voie gastro-intestinale 

supérieure chez les patients atteints de CDI [304, 305].  

Récemment, l’utilisation de capsules orales lors de TMF à partir de microbiote fécal 

humain lyophilisé a suscité un intérêt [305-309]. Certains travaux de recherche suggèrent que 

l’administration orale de capsules mène à une efficacité similaire ou même supérieure à 

l’administration par coloscopie pour le traitement de CDI récurrentes [307-309]. Cependant, une 
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étude menée par Staley et al. semble contredire ces résultats. Ils ont utilisé des doses identiques 

de matières fécales lyophilisées administrées par coloscopie ou par voie orale. Il s’est avéré que 

la voie d’administration inférieure était associée à une colonisation plus élevée ainsi qu’une 

abondance relative supérieure de Lachnospiraceae, Bacteroidaceae et Porphyromonadaceae 

[310]. D’ailleurs, une faible abondance de ces bactéries était associée à un échec de la réponse 

clinique de la TMF [311]. L’administration de capsules orales pour la TMF présente des avantages 

comparativement à la TMF par les autres voies d’administration. En effet, les capsules orales sont 

plus faciles à transporter et à entreposer. De plus, leur ingestion est beaucoup moins invasive, ne 

nécessite pas d’intervention médicale lors de leur administration et peut être répétée au besoin 

[312].  

Chez le chien, très peu de travaux de recherche sur l’utilisation de la TMF à des fins 

thérapeutiques ont été effectués. Parmi ceux-ci, 4 essais cliniques et quelques rapports de cas 

ont été publiés (représentées dans le Tableau 5) [33, 41, 42, 199, 243, 313-316]. Toutefois, aucune 

étude comparative ne porte sur les différentes voies d’administration des transplants fécaux.  

En somme, la méthode de transplantation optimale de du microbiote fécal demeure 

inconnue tant chez le chien que l’humain. Les différentes voies d’administration présentent 

toutes certains avantages, mais des recherches supplémentaires sur les facteurs affectant le 

succès de la transplantation sont nécessaires pour identifier la voie d’administration optimale. 
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Tableau 5 - Essais cliniques utilisant la TMF chez le chien. Dans ce tableau sont représentés les essais cliniques (publiés et révisés 

par les pairs) effectués pour le traitement de maladies chez le chien [33, 41, 42, 199, 243, 313-316].  

 

TMF= transplantation de microbiote fécal ; STD= traitement standard ; MET= metronidazole ; CCECAI= indice de classification clinique ; 

CIBDAI=index clinique et d'activité pour les maladies ; CADESI-04= indice d’étendue et de gravité de dermatite version 4 ; ↑ = augmentation, ↓= 

diminution ; VAS= échelle analogique visuelle, SCFA= acide gras à chaîne courte (short chain fatty acid) ; CIBDAI= index d’activité de maladie 

inflammatoire de l’intestin canine ; LRS= Lactate de Ringer. 
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1.11 Hypothèses et objectifs 

Hypothèse 1 : La préparation des échantillons en absence d’oxygène préservera la viabilité 

bactérienne. 

Hypothèse 2 : L’utilisation d’un cryoprotecteur contenant des antioxydants aura le meilleur taux 

de viabilité bactérienne à la suite de la congélation. 

Hypothèse 3 : Le microbiote de chaque individu n’a pas la même capacité de résistance aux effets 

de la préparation et de l’entreposage. 

Objectif 1 : Comparer la viabilité bactérienne lors de la préparation des échantillons fécaux en 

présence et en absence d’oxygène. 

Objectif 2 : Comparer la viabilité bactérienne lors d’une congélation effectuée avec deux 

cryoprotecteurs différents. 

Objectif 3 : Analyser la composition bactérienne de la matière fécale de chaque individu afin 

d’identifier les microbiotes associés à une plus grande viabilité bactérienne. 

 



Chapitre 2- Manuscrit scientifique 

Optimization of bacterial viability for fecal microbiota transplantation in dogs 

2.1 Abstract  

Background: There is no standard or guidelines for the preparation of fecal transplants in 

dogs. Objective: The objective of this study was to compare the impact of oxygen exposure and 

freezing on the bacterial viability in dogs’ feces diluted in two different cryoprotectants. Methods: 

Feces from 10 healthy dogs were collected and immediately transferred into an anaerobic 

chamber. Aliquots of 1.8 g were diluted in 7.2 mL of a cryoprotectant containing glycerol (Gly) or 

containing antioxidants (Cryo). The samples were homogenized and filtered in aerobic conditions 

(Ae) and anaerobic conditions (An) in an anaerobic chamber, simulating FMT solutions 

preparation. To assess the impact of storage, samples were frozen at -20°C for 90 days (F). 

Bacterial viability was estimated by flow cytometry. The bacterial composition analysis of donors 

was performed using Illumina sequencing of the V4 region of the 16S rRNA gene. Results: Among 

fresh samples, the ones prepared anaerobically with Cryo had the greatest viability rate (66.78%; 

p < 0.05). In aerobic conditions, the bacterial viability was lower (p < 0.01) and samples in Gly 

(55.20%) had lower viability than Cryo (65.26%; p < 0.001). Overall, the bacterial viability 

decreased to 22.68% following freezing (p < 0.001). However, samples that were frozen using Gly 

showed higher viability (30.61%; p < 0.001). The abundance of Prevotella was strongly correlated 

with viability (AeGly; R = 0.731; p < 0.05, AnGly; R = 0.833; p < 0.01, AnCryo; R = 0.756; p < 0.05, 

AnGly_F; R = 0.752; p < 0.05). Conclusions and clinical importance: Bacterial viability in FMT 

solutions is optimal when prepared in anaerobic conditions and using a solution containing 

antioxidants. Freezing significantly decreased bacterial viability, but glycerol seems to better 

preserve bacteria.  

2.2 Introduction  

The mammalian digestive tract is home to trillions of microorganisms that make up the 

microbiota, including viruses, archaea, protozoa, fungi, and bacteria. They have developed a 
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symbiotic relationship with their host by being involved in maintaining its health while taking 

advantage of the ecological niche it provides [1, 2]. Among other things, they allow the 

development of the immune system and the integrity of the intestinal mucosa, they protect 

against enteropathogens and are a source of nutrient supply through the metabolites they 

produce. Studies on the microbiota are focusing on the bacteria although there many 

microorganisms belonging to other kingdoms (e.g., fungi, viruses, etc.). Indeed, the emergence of 

the new technologies has favored the identification and classification of procaryotes by the DNA 

sequencing [3, 4] leading to the discovery of many bacterial phyla such as Firmicutes, Bacteriodes, 

Fusobacteria and Actinobacteria in the digestive tract of dogs. 

The intestinal microbiota provides several metabolites that are essential to the host, such 

as vitamins, short chain fatty acids and secondary bile acids [5]. An imbalance in the bacterial 

ecosystem, which is called intestinal dysbiosis, is generally observed in gastrointestinal diseases, 

and there is increasing evidence of its involvement in extra-gastrointestinal diseases. Dysbiosis is 

characterized by low bacterial diversity, compositional and functional (metabolite production) 

changes, and by increased abundance of pathogenic species [6]. Currently, it is not clear whether 

these changes are the cause or effect of disease development, but their implication is evident [7, 

8]. 

In humans, fecal microbiota transplantation (FMT) is currently considered the treatment 

of choice for recurrent Clostridioides difficile infection [9].  This involves the transplantation of 

fecal matter from a healthy donor into the digestive tract of a patient with intestinal dysbiosis [1], 

which leads to an increase in bacterial diversity and in abundance of beneficial populations [1]. 

Randomized controlled studies have shown that FMT appears effective for the treatment of 

enteropathies such as ulcerative colitis and irritable bowel syndrome in humans. In addition, 

there is an emerging interest in humans for its application in extra-intestinal diseases such as 

diabetes [10], obesity [10], atopic dermatitis [11] and even mental health disorders [12]. To date, 

clinical trials performed for the treatment of enteropathies in dogs are scarce despite the 

encouraging results obtained in numerous clinical trials in humans [13]. 
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Sample preparation and storage can significantly impact the viability and bacterial 

diversity [14]. Among others, the intestines harbor mainly anaerobic species particularly sensitive 

to oxygen [15]. Therefore, human studies showed that exposure to oxygen caused a substantial 

decrease in bacterial viability in addition to changes in composition, such as an increase in 

pathogenic species and a decrease in beneficial species [16]. Whereas the dog's microbiota is also 

composed mainly of strict anaerobic species [17], there is a lack of studies that have evaluated 

the impact of oxygen in canine fecal samples. Freezing fecal samples for transplantation is an 

attractive option for the therapeutic use of FMT, as it allows easier access when needed [18, 19]. 

Nevertheless, freezing induces cell damage and therefore a decrease in bacterial viability [16]. 

For this reason, Bellali et al. tested the use of a cryoprotectant containing sucrose (10%), trehalose 

(10%), skim milk (10%) and antioxidants, in order to preserve viability during freezing [20]. The 

antioxidants protect anaerobic species from oxidative stress [21], while the other elements 

reduce crystallization damages associated with freezing [22]. The results showed that the 

bacterial viability in human fecal samples frozen with this cryoprotectant remained similar to that 

of fresh samples (89.47%), while the viability of samples frozen without the cryoprotectant 

dropped to 19.01% [20]. Their morphological analyzes supported these results, as samples 

without cryoprotectant showed significant cellular damages. Although this freezing method is 

promising, studies on the preservation of bacterial viability using a cryoprotectant containing 

antioxidants remain to be evaluated in dogs. 

Currently there is no standardization in donor selection criteria or in sample preparation 

and administration of FMT in dogs [23]. Hence, it is difficult to obtain convincing evidence for the 

effectiveness of FMT in clinical studies. Furthermore, the use of fresh faecal samples is difficult in 

a medical context and generates significant delays between collection and transplantation. The 

storage of fecal transplant allows a reserve of quality faecal samples while facilitating their access 

if necessary. In this sense it is necessary to deepen the knowledge on the impacts of the different 

storage methods on the bacterial viability. Therefore, the objective of this study was to compare 

the impact of oxygen exposure and freezing on the bacterial viability in dogs’ feces diluted in two 

different cryoprotectants. 
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2.3 Material and methods 

2.3.1 Sample collecting and fecal processing 

The study was approved by the Animal Care Committee of the Université de Montréal 

(#21-rech-2106). To assess bacterial viability and composition, fresh feces were collected from 

ten healthy teaching dogs housed at the Faculty of Veterinary Medicine at the Université de 

Montréal in Canada. All dogs were female Beagles approximatively two years old, housed in the 

same room and fed with the same commercial balanced diet. None of the dogs received 

antibiotics within the previous three months and feces had normal consistency. The stools were 

obtained at the time of defecation, placed in a zip tie plastic bag avoiding contact with the ground. 

The bags were immediately transferred into an anaerobic chamber (BactronEZ, Seldon) 

containing a gas mixture of 90% nitrogen, 5% hydrogen, and 5% CO2. To assess the effect of 

oxygen on bacterial viability, two aliquots were removed from the chamber to be exposed to 

oxygen during fecal processing, and the two others were kept inside of the anaerobic chamber. 

The stools were manually homogenized then vortexed for 30 seconds and divided into four 

aliquots of 1.8 g within 15 minutes.  

To assess bacterial viability following three months of freezing, samples were frozen at -

20 °C with two different solutions, which consisting of a commonly used cryoprotectant 

containing glycerol and a cryoprotectant containing antioxidants. A 25% (w / v) fecal suspension 

was produced from 1.8g of feces in 7.2 ml of each cryoprotectant. Gly contained 10% of glycerol 

in a saline solution (NaCl 0.9%). Cryo contained 10X phosphate buffered saline (PBS) and the 

following ingredients (g / L): sucrose (10 g); sterile skimmed milk (10 g); trehalose (5 g); CaCl2 (0.1 

g); MgCl2 (0.1 g); KOH (0.3 / 0.6 g); Ascorbic acid (1 g); Uric acid (0.4 g); Glutathione (0.1 g). Both 

cryoprotectants and the glassware used were sterilized before the samples processing.  
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Figure 1 - Sample processing. Fresh feces were obtained at the time of defecation, placed in a zip tie plastic bag, and 

immediately transferred into an anaerobic chamber. The feces were manually homogenized, and two aliquots were 

removed from the chamber to be exposed to oxygen (Ae) during fecal processing, and the two others were kept 

inside of the anaerobic chamber (An). All aliquots were diluted in a cryoprotectant containing glycerol (Gly) or a 

cryoprotectant containing antioxidants (Cyo). The solutions were then vortexed for 30 seconds. One aliquot from 

each ambient condition (Ae and An) and cryoprotectant (Gly and Cryo) were frozen at -20°C for 90 days (F). The 

bacterial viability analysis of all samples was performed by flow cytometry using the LIVE/DEAD ® BacLight™. All 

staining procedures were performed under aerobic and anaerobic conditions and in triplicate. This figure was created 

with http://biorender.com/. 

http://biorender.com/
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2.3.2 Bacterial viability and enumeration 

Bacterial cells considered viable were characterized by intact cell membranes, 

impermeable to propidium iodide. Conversely, damaged cells were considered non-viable. 

Bacterial viability of each group was determined using the LIVE/DEAD ® BacLight™ Bacterial 

Viability and Counting Kit for flow cytometry (Waltham, Massachusetts, United States). Serial 

dilutions were made to establish the best dilution for the optimal event rate for absolute 

enumeration. The commercially available bacterial viability and counting kit consists of two stains, 

propidium iodide (PI) and SYTO9, which both stain nucleic acids. To determine the total number 

of cells, green, fluorescent SYTO9 which penetrates all cells is used while the proportion of dead 

cells was determined using fluorescent red PI, which only penetrates cells with damaged 

cytoplasmic membrane. Untreated living cells and heat-treated cells from a fecal suspension were 

used as controls. A 103 fecal suspension dilution for optimal flow and number of events was 

stained with 1.5 L of SYTO9 and 1.5 L of PI followed by 15 min incubation in the dark at room 

temperature. Subsequently, data acquisition was performed on a Fortessa X-20 LSR (BD) using 

the Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) Diva v9.0 (BD) software. 

Using FlowJo v10.7.0 software (FlowJo, LLC) the total number of bacteria per 10-6 ml in the 

flow cytometric analysis tube was determined using the number of signals in the bacterial region 

(bac region) divided by the number of signals in the region of the beads. To determine number of 

live bacteria, the number of events in the region of living bacteria divided by the number of events 

in the bac region was taken and the proportion of live bacteria was determined using the 

following equation: 

(# 𝑜𝑓 𝑒𝑣𝑒𝑛𝑡𝑠 𝑖𝑛 𝑏𝑎𝑐  𝑟𝑒𝑔𝑖𝑜𝑛) × (𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟𝑠)

(# 𝑜𝑓 𝑒𝑣𝑒𝑛𝑡𝑠 𝑖𝑛 𝑏𝑒𝑎𝑑 𝑟𝑒𝑔𝑖𝑜𝑛) × 10−6
= 𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎/𝑚𝐿 

The ratio of live bacteria/mL on the total bacteria/mL was then performed to establish the 

percentage of viability. 

All staining procedures were performed under aerobic and anaerobic conditions. For 

anaerobic conditions, the sample preparation steps were performed inside the anaerobic 
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chamber and only the acquisition process on the flow cytometer was outside the chamber. All 

experiments were performed in triplicate for each stool sample. Data acquisition was performed 

within 20 minutes following staining procedures for all samples, except freeze-thawed samples 

from dogs 7 and 8, that had data excluded from the analysis because of technical issues with the 

cytometer.  

2.3.3 Analysis of bacterial composition 

  The bacterial DNA was extracted from 0.2 g of fresh feces from all 10 dogs using the 

PowerSoil DNA Isolation Kit (Quiagen, Toronto, ON, Canada) following the manufacturer’s 

recommendations. Purified DNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using 

oligonucleotide primers 515F (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) and 806R 

(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) for the V4 region of the 16S rRNA gene [56]. Briefly, amplification 

was performed for three minutes at 95°C, followed by 35 cycles at 95°C for 30 seconds, 55°C for 

90 seconds and 72°C for 30 seconds; and final extension was performed at 72°C for five minutes. 

Amplicons were then sequenced using an Illumina MiSeq platform, at the Genome Quebec 

Innovation Center. Rough data were analyzed using mothur (version 1.46.1) [24] following MiSeq 

SOP. Contig assembly was perform from the original fastq files excluding sequences longer than 

300 bp, containing base pair ambiguities and having polymers longer than 8 bp. The sequences 

were aligned using the SILVA 16S rRNA reference database and clustered at 97% of similarity 

before chimeras were removed [25]. Reads belonging to the same genus were grouped based on 

taxonomic classification obtained from the Ribosomal Database Project (RDP) database [26]. The 

Shannon diversity index was calculated. 

2.3.4 Statistical analysis 

Viability was determined using the mean of a biological triplicate. Based on the raw data, 

a calculation of the coefficient of variation was performed and some data were arbitrarily 

excluded to obtain a coefficient of variation of less than 13%. The obtained mean values were 

then used to carry out the statistical tests. The viability of fresh samples was calculated from ten 

dogs whereas two freeze-thawed samples (dog#:7-8) were excluded from data analysis for 

reasons related to technical problems as previously mentioned.  
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All statistical analyses were performed using R version 4.1.2 (The R Foundation for 

Statistical Computing). A descriptive statistic was performed, and data were expressed as median 

and interquartile range. Normality of the data distribution was tested using the Shapiro-Wilk test, 

and homoscedasticity was tested using Levene’s test. A mixed linear model was used with viability 

as the dependent variable. Ambient conditions and type of cryoprotector were determined as 

fixed effects, with an interaction between the two variables to obtain the results for the four 

groups within frozen and fresh samples. A pairwise comparison was used as a post-hoc test with 

Benjamini-Hochberg correction. Repeated-measures structures were considered in these 

analyses, and animals was determined as a random factor. For comparison before and after 

freezing, a T-test was performed. A p value < 0.05 was considered statistically significant. To 

determine if there was an association between bacterial diversity (Shannon index) and bacterial 

viability rates a Pearson correlation test was performed. Also, the latter test was used for post-

hoc analyses, to find an association between the relative abundance of the genus Prevotella and 

viability rates. 

2.4 Results 

 2.4.1 Bacterial viability  

The bacterial viability rates of fresh and frozen samples are summarized in Table 1. The 

lowest viability rate in fresh samples were observed in the presence of oxygen and diluted in Gly 

(55.20%  10.95%) while samples in Cryo prepared in the anaerobic chamber showed the highest 

viability (66.78%  11.38%). Among all frozen groups, the highest viability rate was observed in 

samples from Gly anaerobically prepared (33.29%  11.93%) while the lowest viability rate was 

observed in samples from Cryo exposed to oxygen (18.25%  10.02). 
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Table 1 - Bacterial viability of all experimental groups. The data is expressed as % viability before and after exposure 

to oxygen, and before and after 90 days of freezing at -20°C. All median values were determined after calculating a 

coefficient of variation of less than 13% based on triplicate analysis. Freeze-thawed samples of dogs 7 and 8 were 

excluded from data analysis for reasons related to issues with the cytometer. 

 

Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; F = freeze-thawed, Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= 

cryoprotectant with antioxidants.  

The effects of environmental conditions and type of cryoprotectant are shown in Figure 

2a, 2b, and Table 2., and pairwise comparisons are shown in Figure 3. Among all fresh samples, 

the type of cryoprotectant (Gly x Cryo; p < 0.01) and the environmental condition, with or without 

exposure to oxygen, (Ae x An; p < 0.001) had a significant effect on bacterial viability. There was 

also a significant interaction between oxygen exposure and type of cryoprotectant (p < 0.05).  
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Figure 2 - The effect of ambient condition and cryoprotectants on bacterial viability among fresh samples. The 

effect of cryoprotectant and ambient condition on the viability of all fresh samples is represented by the box plot. 

The effect of the type of cryoprotectant is represented in A) for samples in Gly (AeGly, AnGly) and samples in Cryo 

(AeCryo, AnCryo). The effect of the ambient condition is represented in B) for samples exposed to oxygen (AeGly, 

AeCryo) and prepared in anaerobic chamber (AnGly, AnCryo). The median and interquartile range expressed in % of 

viability. The error bars represent the minimum and maximum values. Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= 

cryoprotectant with antioxidants; Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition. 

Table 2 - Analysis of deviance table with estimate standard errors of the mixed linear model of fresh samples. The 

table represent the effect of two variables such as ambient condition (Ae x An) and type of cryoprotectant (Gly x 

Cryo) on bacterial viability.  

Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with 

antioxidants; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 

The pairwise comparisons showed a significantly lower viability for samples in Gly 

prepared in the presence of oxygen compared to all samples. The viability rates in Gly decreased 

from 59.84% to 55.20% after exposure to oxygen (p < 0.05), whereas the viability of the samples 

in Cryo remained stable. However, the samples in Gly (55.20%) had lower viability than Cryo 

(65.23%; p < 0.001) in the presence of oxygen. 
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Figure 3 - Pairwise comparisons of bacterial viability of fresh samples. The box plot shows the median percentage 

of bacterial viability after Pairwise comparisons for all fresh groups. Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; 

Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with antioxidants. All groups were compared to each other 

to determine the effect of the ambient conditions and the cryoprotectant. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05.  

2.4.2 The bacterial viability of freeze-thawed samples 

Compared to the overall viability of fresh samples (AeGly, AeCryo, AnGly and AnCryo) 

freezing for 90 days at -20°C significantly decreased viability in dogs’ feces (p < 0.001) from 61.79% 

to 25.05% following freezing (Figure 4). The effect of the type of cryoprotectant during freezing is 

summarized in Figure 5 and Table 3. Among all frozen samples, the type of cryoprotectant had a 

significant effect on bacterial viability (p < 0.001), whereas the ambient condition had no effect. 

Overall bacterial viability of fresh samples in Gly was 58.87% compared to 30.61% after freezing, 

while samples in Cryo was 66.49% compared to 19.95%. 
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Figure 4 - Bacterial viability of all samples before and after freezing 90 days at -20°C. The box plot shows the overall 

median percentage of the viability of all fresh samples (AeGly, AeCryo, AnGly and AnCryo) compared to all freeze-thawed samples 

(AeGly_ F, AeCryo_ F, AnGly_ F and AnCryo_F). Statistically significant differences between fresh and frozen samples were 

analyzed by T-test. ***p<0.001. A p-value lower than 0.05 was considered significant. Ae= aerobic condition; An= anaerobic 

condition; F= freeze-thawed, Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with antioxidants.  

 

Figure 5 - The effect of the cryoprotectant on the viability of frozen samples. The effect of the cryoprotectant on the 

viability of all freeze-thawed samples in Gly (AeGly_F, AnGly_F) and in Cryo (AeCryo_F, AnCryo_F) are represented by the box plot. 

The effect of the type of cryoprotectant is represented in % of viability. Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; F = freeze-

thawed, Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with antioxidants.  



 76 

Table 3 - Analysis of deviance table with estimate standard errors from mixed linear model of freeze-thawed 

samples. The table represent the effect of two variables (ambient condition, Ae x An; cryoprotectant, Gly x Cryo) on 

bacterial viability.  

Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; Gly= cryoprotectant containing glycerol; Cryo= cryoprotectant 
containing antioxidants; ***p < 0.001. 

2.4.3 The correlation analysis between bacterial composition and viability  

A post-hoc correlation test showed that there was a strong positive correlation for fresh 

samples AeGly, AnGly, AnCryo, and freeze-thawed AnGly and viability rates (respectively; R = 

0.731, p < 0.05; R = 0.833, p < 0.01; R = 0.756, p < 0.05; R = 0.752, p < 0.05). The results from 

correlation analysis between bacterial diversity and viability are presented in Table 4. The AnGly 

and AnCryo groups showed a negative correlation between bacterial diversity and viability while 

the other groups showed no significant correlations. 

Table 4 - Pearson correlation between the Shannon diversity index and bacterial viability. The Pearson correlation 

test was performed using the Shannon diversity index and bacterial viability to determine if there was an association 

between bacterial diversity and bacterial viability.  

 

 Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; F = freeze-thawed, Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with 

antioxidants. *p < 0.05. 
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The relative abundance of the most abundant bacterial genera (> 1%) present in the fecal 

microbiota of donors, at the moment of sampling are shown in Figure 6. Dogs number 2, 3, 9 and 

10 had visually higher abundance of the genus Prevotella compared to the others. Viability rates 

were also higher for these individuals compared to the others (Table 5.).  
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Figure 6 - Relative abundance of the 18 most abundant bacteria. The figure represents the relative abundance of 18 most abundant bacteria (abundance > 

0.1%) at the genus level of taxonomic classification. 



 79 

Table 5 - Pearson correlation between relative abundance of Prevotella and bacterial viability rates. 

 

Ae= aerobic condition; An= anaerobic condition; F = freeze-thawed, Gly= cryoprotectant with glycerol; Cryo= cryoprotectant with 

antioxidants; *p < 0.05; **p < 0.01.  

2.5 Discussion  

2.5.1 Summary 

The preparation of fecal samples in ambient air is the common method currently used to 

prepare FMT solutions for humans, as described in consensus guidelines [27-29]. Although there 

are no guidelines for dogs, the preparation of samples is generally carried out according to these 

same methods [30-32].  However, the conditions under the samples are prepared and stored have 

an impact on the viability and bacterial composition [14, 16]. Studies on the preservation of 

bacterial viability in fecal transplant are scarce in humans, and none have been published to date 

in dogs. Therefore, the main objective of this study was to compare different conditions for FMT 

preparations using dogs’ feces.  

2.5.2 The exposure to oxygen causes a loss of viability 

For both humans and dogs, the intestinal tract is dominated by strict anaerobic organisms 

from the Firmicutes and Bacteroidetes, phyla [15, 33]. Thus, the oxygen level in the intestinal tract 

appears to be less than 1 mmHg as shown by a recent study in mice [34]. In the current study, we 

showed that exposure to oxygen lead to a significant loss of viability. Indeed, the bacterial viability 

in samples diluted in Gly was significantly lower following exposure to oxygen compared to 

samples prepared inside the anaerobic chamber. Furthermore, in human studies the bacterial 
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viability of oxygen-sensitive species was maintained through the utilization of anaerobic 

conditions [16, 35]. These results suggest that processing fecal slurry in ambient air decreases the 

bacterial viability.  

Other researchers have reported a bacterial viability of 25% after exposure to oxygen [16, 

36]. In the current study, viability rates remained above 50% for all fresh samples despite the 

presence of oxygen. This could be due to different composition and the presence of more 

resistant bacteria in the dog feces. Furthermore, methodological differences such as the use of 

manual homogenization instead of a blender to mixture the solutions or the flow cytometry to 

estimate viability could explain these differences. Indeed, the high speed of the blender seems to 

create a massive air intake and cause greater exposure to oxygen for anaerobic species, compared 

to manual homogenization [36]. 

2.5.3 The use of antioxidants and anaerobic conditions yield higher viability rates  

Interestingly, despite the presence of oxygen, the viability of Cryo (65.26%) was 

significantly higher than Gly (55.20%). Besides, another study in humans reported similar results 

in which the samples containing antioxidants had a higher viability (58.51%, ± 14.28%) compared 

to samples in saline solution (55.52% ± 13.78%), in the presence of the oxygen [37]. Moreover, in 

the context of the present study, the viability rate of Cryo did not show a significant difference 

with (65.26%) and without (66.78%) exposure to oxygen. 

In a study done by Bellali et al., the viability rates were determined using flow cytometry 

and then compared using a culture-based method. Samples mixed with antioxidants and exposed 

to oxygen showed no significant difference with samples prepared with the same cryoprotectant 

in an anaerobic chamber. However, these two samples had a significant difference with plate 

counting method. Samples exposed to oxygen, had 39.55% of cultivability while it was increased 

to 54% for the samples prepared in anaerobic condition [37]. This indicates that the use of a 

cryoprotectant containing antioxidants combined with anaerobic conditions, could lead to 

optimal viability to carry out faecal dilution for FMT. 
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2.5.4 The bacterial viability was affected by freezing at -20°C in cryoprotectants 

Compared to the fresh state, the bacterial viability decreased significantly after three 

months of freezing at -20°C for all groups. However, the viability of samples diluted in Gly had 

significantly higher viability than samples in Cryo. Overall viability of samples diluted in Gly 

decreased from 58.87% to 30.62% after freezing. Conflicting results were observed in recent 

studies in humans, in which samples were frozen at -20°C in 10% of glycerol did not have a 

significant difference in bacterial viability followed by freezing [38], while others observed a 

significant decrease in viability [39]. For the preparation of frozen fecal transplants, glycerol is 

one of the most used cryoprotectants in a temperature of -80 °C [29, 40]. In the current study, a 

temperature of -20°C was used considering its practical aspect in a clinical veterinarian context. 

However, the results vary from one study to another, and this could be explained by the use of 

different cryoprotectant media, viability counting techniques, and storage conditions. In addition, 

a study made by Gavriliuc et al. showed that a long period of freezing does not seem to change 

the bacterial composition in both temperatures [41]. The results obtained in the present study 

suggest that glycerol would be more effective than the cryoprotectant containing antioxidants in 

preserving bacterial viability during freezing of dogs' fecal transplants. However, due to its 

viscosity, it is not recommended for lyophilization as it may result in a viscous end-product 

difficult to encapsulate. The cryoprotectant containing the antioxidants would be more suitable 

in this case to preserve the bacterial viability during the freezing step of lyophilization [42]. 

2.5.5 The impact of the microbiota composition in bacterial viability 

In the current study, the bacterial viability was affected by oxygen exposure and freezing, 

but it is not known which species were the most affected. Among the different bacteria, the 

structure and composition of the cell membrane can play a major role in cell viability [43]. Also, 

the proportion identified as dead having a damaged cell membrane does not necessarily mean 

they are no longer viable. Indeed, the limitation of staining method is the possibility of being 

identified as dead, but still metabolically active [44]. To prevent the inherent limitations of using 

one single viability assay, combining different tests, such as enzyme activity and redox potential 

with membrane permeability test could yield a more thorough assessment of bacterial viability.  
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In contradiction to some studies in humans, the present study used feces collected from 

individuals with many similarities such as age, living environment, nutrition, breed, and gender. 

These elements are factors known to have an impact on the composition of the intestinal 

microbiota [45-47]. In the context of our experimental design, these elements would allow us to 

reduce the effect of interindividual variations among the experimental groups. Interestingly, 

despite the uniform population of canine fecal donor used, we observed marked difference in the 

most abundant taxa between dogs. This underlines the effect of interindividual variation and the 

complexity of the ecosystem composing the microbiota. All the dogs used in this project were 

female Beagles, which limits the extrapolation of our results to other dog breeds. Furthermore, 

the small number of dogs used (n = 10) in this study may also limit the extrapolation of the results 

to the entire canine population. 

A decreased diversity is normally present during dysbiosis caused by diseases and 

antimicrobials. The negative correlation between diversity and viability observed in this study was 

interesting. Noteworthy, the low diversity observed in some dogs could be attributed to the high 

abundance of Prevotella [48]. Moreover, the viability rates were highest in these individuals, 

suggesting that Prevotella could be more resilient to freezing and processing for FMT solutions. 

For this reason, a post-hoc correlation test was performed, and Prevotella was positively 

correlated with bacterial viability for most fresh samples and one freeze-thawed sample. In a 

recent study, the viability of Prevotella was one of the highest in human feces [16]. Among 

anaerobic species, there is a variation in oxygen sensitivity, which depends mainly on the 

production of protective enzymes against the toxic products of partial oxygen reduction [26, 27]. 

These enzymes have a protective effect against the toxic effects of oxygen reduction products 

such as superoxide dismutase, catalase and peroxidases [49], suggesting that Prevotella could be 

more resilient to FMT preparation, but this hypothesis remains to be tested.  

This bacterial genus makes up the microbiota of a healthy dog and is associated with good 

gut health [43]. Moreover, a decrease in the abundance of Prevotellaceae, the family that 

harbours the genus Prevotella, has been associated with inflammatory bowel disease in dogs [44]. 

It is also associated with the efficient digestion of carbohydrates [45, 46] that normally makes up 
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a canine diet that meets AAFCO standards. Prevotella spp. can be favoured by cereal 

supplementation and its presence resulted in improved glucose metabolism in humans [50-52]. 

However, the effect of these bacteria in health is unclear since some studies show beneficial 

effects while other studies suggest that it could play a role in certain inflammatory diseases in 

humans [53-55]. To the knowledge of the authors, there is little information on the physiological 

effects associated with a dominance of Prevotella within the canine intestinal microbiota.  

2.6 Conclusion 

The results obtained in the current study indicate that antioxidant-containing 

cryoprotectant appears to protect bacteria against oxygen exposure. In addition, fresh feces 

diluted in cryoprotectants had greater viability than freeze-thawed feces. However, in the context 

where freezing is necessary, the use of glycerol as cryoprotectant seems to be more effective to 

protect fecal bacteria of dogs. Samples with high abundance of Prevotella had greater viability, 

but further studies are necessary to investigate the role of microbiota composition in bacterial 

viability and efficiency of FMT to the different diseases to which this procedure is recommended. 
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Chapitre 3 – Discussion générale 

De nombreux travaux de recherche effectués chez l’humain indiquent que la préparation 

et l’entreposage affectent la viabilité bactérienne des transplants fécaux. L’efficacité de la 

transplantation dépend de la capacité des bactéries bénéfiques à coloniser le microbiote 

intestinal du receveur [43-45]. Ainsi, les microorganismes doivent demeurer viables au moment 

de la transplantation. À ce jour, il n’existe aucune publication révisée par les pairs ayant analysé 

la viabilité bactérienne lors de l’utilisation des différentes méthodes de préparation et 

d’entreposage à partir d’échantillons fécaux canins. Par conséquent, l’objectif de ce projet de 

maîtrise était d’optimiser la viabilité bactérienne lors de la préparation des transplants fécaux par 

l’utilisation d’une chambre anaérobique et d’effectuer la congélation des transplants fécaux 

canins à l’aide de deux cryoprotecteurs différents.  

3.1 L’étude de la viabilité bactérienne 

La viabilité bactérienne se définit par la capacité des bactéries à former des colonies 

visibles en milieu de culture ou de présenter des activités métaboliques telles qu’une production 

de métabolites, de photosynthèse, de respiration cellulaire, etc. [317-320].  

La détermination de la viabilité bactérienne par méthodes de culture peut mener à une 

sous-estimation du nombre de microorganismes viables et ne permet qu’une détermination de 

la viabilité bactérienne de façon rétroactive [321-323]. Par conséquent, des méthodes 

moléculaires permettant d’effectuer le décompte de viabilité ont été développées. Ces 

alternatives incluent les analyses basées sur la teneur en acide nucléique ou l’activité métabolique 

[324-326] ainsi que l’utilisation de la cytométrie de flux avec fluorophores basée sur l’intégrité de 

la membrane cellulaire [327-330].   

Dans la présente étude, la cytométrie de flux combiné à deux fluorophores (c.-à-d. le 

SYTO-9 et l’Iodure de propidium) a été utilisée. Les cellules bactériennes considérées comme 

viables étaient caractérisées par des membranes cellulaires intactes, imperméables à l’iodure de 

propidium. À l’inverse, les cellules endommagées ont été considérées comme non viables [331]. 
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Le calcul du rapport entre nombre de bactéries ayant des dommages à la membrane cellulaire 

(colorée par iodure de propidium) et le nombre total de bactéries (colorées par le SYTO-9) a 

permis de déterminer le pourcentage de viabilité bactérienne. Cette méthode de coloration a 

pour avantage de permettre la quantification en temps quasi réel contrairement aux méthodes 

de culture [330, 332].  

Certains auteurs considèrent que la cytométrie de flux permet la détection de cellules 

intermédiaires incluant des cellules endommagées demeurant viables lors de l’utilisation du 

SYTO-9 et de l’iodure de propidium [330, 332-337]. Cependant, le guide du manufacturier stipule 

que deux populations peuvent être identifiées, soit une population viable et une population non 

viable. Celle qui est considérée comme endommagée ou intermédiaire par les autres auteurs 

correspond plutôt à une population « non identifiée » selon le guide. Dans le cadre de ce projet, 

seules des populations viables et non viables ont été observées. Toutefois, à notre connaissance, 

la nature de ces états intermédiaires n’a pas été entièrement clarifiée. 

Bien que cette méthode de coloration soit considérée comme l’une des analyses de 

viabilité la plus efficace, elle comporte certaines limitations [332, 338-342]. Certaines espèces 

bactériennes peuvent conserver des activités métaboliques et une membrane cellulaire intactes 

sans toutefois avoir la capacité de former des colonies sur un milieu de culture, ce qui limite 

l’analyse de la viabilité [317-320]. De plus, les cellules viables peuvent également être identifiées 

à tort comme non viables. Certains processus physiologiques tels que la division cellulaire et la 

synthèse de la paroi cellulaire peuvent mener à une altération de la membrane cellulaire sans 

toutefois rendre la bactérie non viable [58-61]. De plus, il a été rapporté que le SYTO9 n’est pas 

efficace pour colorer certaines bactéries Gram négatives intactes [46]. En somme, ces facteurs 

sont susceptibles d’entraîner une sous-estimation de la viabilité bactérienne et d’engendrer une 

limitation dans l’analyse de viabilité dans la présente étude.  

Pour surmonter ces limitations, il faudrait étendre le concept de la viabilité à la capacité 

de maintenir une forme active. Codony et al. proposent une nouvelle approche recourant au 

monoazide d’éthidium (EM ; ethidium monoazide) en concomitance avec la PCR quantitative 

[343]. L’EMA peut traverser à la fois une membrane cellulaire intacte, mais également une 
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membrane cellulaire endommagée. Cependant, seules les bactéries viables ont la capacité 

d’expulser l’EMA hors du cytoplasme à l’aide d’un transport actif. Lors d’une photoactivation, 

l’EMA s’intercale uniquement à l’ADN des bactéries n’ayant plus d’activité biochimique. Une fois 

que l’EMA s’est intercalé à l’ADN, l’amplification de cet ADN n’est plus possible. Ainsi, il serait 

possible de quantifier la proportion de bactéries viables ayant une membrane cellulaire 

endommagée à partir de la quantification de l’ADN amplifiée et non amplifiée [343].  

Dans la majorité des travaux de recherche effectués sur la viabilité bactérienne, cette 

dernière était généralement de 50 à 90 % à l’état initial (en condition anaérobique), ce qui 

implique que la majorité des transplants fécaux pourraient contenir une certaine quantité de 

bactéries non viables [49, 271, 344-346]. Par exemple, Papanicolas et al. ont évalué la viabilité 

bactérienne à l’aide d’une méthode basée sur l’intégrité de la membrane cellulaire. Au total, les 

fèces de 8 individus ont été sélectionnées selon des critères similaires à ceux utilisés pour la 

sélection de donneurs. Les échantillons de selles ont été collectés sur place et traités dans les 15 

minutes suivant la défécation. Le mélange des selles et la préparation pour les analyses de 

viabilité ont été effectués dans une chambre anaérobie. Les analyses ont montré que la viabilité 

bactérienne était au départ d’environ 50 %, ce qui indique que seule la moitié des bactéries 

présentes dans les échantillons fécaux étaient viables initialement. Cependant, comme 

mentionné précédemment, l’adoption d’une méthode basée sur l’intégrité de la membrane 

cellulaire pourrait mener à une sous-estimation de la viabilité bactérienne.  

3.2 L’exposition à l’oxygène 

La préparation des transplants fécaux en présence d’oxygène est la méthode la plus 

couramment utilisée dans la majorité des essais cliniques effectués à ce jour [33, 41, 50, 243, 347, 

348]. Or, le microbiote intestinal des chiens est colonisé en majorité par des espèces sensibles à 

l’oxygène [48, 262]. Comme attendu, les résultats obtenus dans le cadre de ce projet de maîtrise 

indiquent qu’une préparation en présence d’oxygène peut affecter la viabilité des transplants 

fécaux. En effet, les échantillons dilués dans la solution avec glycérol avaient une viabilité 

inférieure en présence d’oxygène. D’ailleurs, de nombreux travaux de recherche dans lesquels 
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une diminution de la viabilité bactérienne a été observée en présence d’oxygène appuient ces 

résultats [49, 344, 349].  

La viabilité des échantillons dilués dans la solution avec antioxydants est demeurée stable 

par rapport à la viabilité initiale malgré la présence d’oxygène. D’ailleurs, certaines études 

indiquent que l’utilisation d’antioxydants assure la préservation de la viabilité d’espèces sensibles 

à l’oxygène et favorise le développement d’espèces bénéfiques [350, 351]. La collecte des 

transplants fécaux canins se fait généralement à la maison par le propriétaire, et les selles sont 

ensuite apportées chez le vétérinaire pour l’administration de la TMF. Le transfert immédiat des 

selles en chambre anaérobique est donc limité par ce contexte, et les fèces sont alors 

inévitablement exposées à l’oxygène. Ceci indique que l’utilisation d’une solution composée, 

entre autres, d’antioxydants pourrait être une option de rechange intéressante à la chambre 

anaérobique dans un contexte où l’utilisation d’une telle chambre n’est pas possible.  

Le cryoprotecteur avec antioxydants utilisé dans le cadre de ce projet contenait du lait 

écrémé et des antioxydants. Le lait a été ajouté pour une protection contre les effets de la 

congélation. Les résultats obtenus suggèrent que l’utilisation du glycérol lors de la congélation 

serait préférable au cryoprotecteur contenant des antioxydants. Considérant que certains chiens 

peuvent réagir à la protéine bovine contenue dans le lait [352], il serait envisageable de ne pas 

ajouter le lait et de conserver uniquement les antioxydants, si cette solution est utilisée 

exclusivement comme protection contre les effets néfastes de l’oxygène. 

Dans la majorité des essais cliniques utilisant la TMF, un mélangeur électrique a été utilisé 

pour effectuer l’homogénéisation des échantillons fécaux humains et canins [199, 238, 240-243, 

313], de même que dans certaines études évaluant la viabilité bactérienne lors de la préparation 

de la TMF [49, 271, 349, 353]. Cependant, des travaux effectués par Shimizu et al. indiquent que 

l’utilisation d’un mélangeur électrique induit une entrée d’air importante causant davantage la 

diminution de la viabilité bactérienne [349]. Dans la présente étude, cet appareil n’a pas été utilisé 

et les fèces ont été mélangées manuellement, puis agitées quelques secondes à l’aide d’un vortex. 

Bien que le mélange ait été effectué manuellement, les échantillons étaient tous homogènes. Il 
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apparaît donc inutile, voire nuisible, d’utiliser un mélangeur électrique dans un contexte où 

l’homogénéisation ne peut être faite en chambre anaérobique.  

3.3 La nécessité d’entreposer les échantillons fécaux 

L’emploi d’échantillons fécaux frais pose des difficultés en contexte médical et engendre 

des délais importants entre la collecte et la transplantation. De plus, les donneurs de matières 

fécales, considérés comme sains, peuvent éventuellement développer des problèmes de santé. 

Cette situation peut ainsi mener à une instabilité de l’approvisionnement en transplants fécaux 

provenant de ces donneurs. L’établissement de banques de matières fécales permettrait 

d’effectuer une réserve d’échantillons fécaux de qualité tout en facilitant leur accès en cas de 

besoin [50-58]. Il est donc nécessaire d’approfondir les connaissances sur les impacts des 

différentes méthodes d’entreposage sur la viabilité et la composition microbienne, pour 

l’établissement d’éventuelles banques de matières fécales.  

3.3.1 Les cryoprotecteurs  

La cryopréservation peut mener à un déséquilibre osmotique induisant des changements 

biophysiques tels qu’une perturbation des organites et une perte de l’intégrité de la membrane 

cellulaire. Ainsi, l’apparition de lésions et éventuellement la mort cellulaire peuvent survenir [354, 

355]. Différents agents protecteurs peuvent être utilisés pour effectuer la congélation des 

microorganismes vivants afin d’augmenter leur taux de survie et leur stabilité lors de la 

conservation [59-62]. D’ailleurs, les deux cryoprotecteurs utilisés dans ce projet semblent limiter 

la diminution de la viabilité bactérienne d’échantillons fécaux et de différents microorganismes, 

comparativement à des échantillons congelés sans cryoprotecteur dans plusieurs projets de 

recherche [59, 261, 271, 353]. Cependant aucune étude comparative ne semble exister dans la 

littérature au sujet des différents cryoprotecteurs employés pour la préservation de la viabilité 

bactérienne d’échantillons fécaux canins. Dans la présente étude, les analyses de la viabilité 

bactérienne ont été effectuées à partir d’échantillons mélangés dans deux différents 

cryoprotecteurs, à l’état frais et à la suite de la congélation. Par conséquent, la non-utilisation 

d’échantillons congelés sans une solution saline pourrait constituer une limitation à l’étude. 

Cependant, les taux de viabilité initiaux (avant la congélation) en solution saline, également 
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rapportés par d’autres chercheurs, étaient similaires à ceux observés pour les échantillons frais 

(mélangés aux cryoprotecteurs) dans la présente étude [59, 261, 271, 353]. Ceci suggère que les 

deux cryoprotecteurs n’avaient pas d’effets défavorables sur la viabilité bactérienne à l’état frais. 

Cependant, l’objectif de cette étude était de comparer deux cryoprotecteurs mentionnés dans la 

littérature afin d’optimiser la cryopréservation des transplants fécaux canins.  

Le glycérol est généralement utilisé pour effectuer la congélation des échantillons fécaux 

à une concentration finale entre 10 % et 15 % [263, 356, 357]. Il s’agit d’un agent cryoprotecteur 

pénétrant qui empêche la cristallisation à l’intérieur des cellules en favorisant les liaisons 

hydrogène [266, 291, 355, 358]. Le cryoprotecteur composé d’antioxydants, aussi nommé 

« nouveau cryoprotecteur » par Bellali et al., contient différents ingrédients ayant un effet 

protecteur lors de la congélation et des processus de lyophilisation [359-363]. Ce cryoprotecteur 

contient des disaccharides (tréhalose, sucrose), des polyols (mannitol, sorbitol), des protéines 

(lait écrémé) et des antioxydants. La combinaison de ces ingrédients permet de prévenir la 

formation de glace intra et extracellulaire [266, 364], le remplacement de l’eau par la formation 

de liaisons hydrogène [359] et favorise la formation de matrice protectrice de tréhalose [365].  

Le cryoprotecteur contenant des antioxydants a préservé la viabilité bactérienne à des 

taux similaires à ceux des échantillons fécaux frais dans des recherches antérieures [271]. De plus, 

il contient de nombreux éléments qui empêchent l’apparition de dommages cellulaires lors de la 

congélation, c’est pourquoi nous avions comme hypothèse que ce cryoprotecteur pourrait être 

supérieur au glycérol pour la conservation de la viabilité bactérienne lors de la congélation. De 

manière inattendue, il s’est avéré moins efficace que le glycérol pour la préservation de la viabilité 

bactérienne lors de la congélation. Ceci indique qu’il serait préférable de maintenir l’utilisation 

du glycérol pour effectuer la cryopréservation des échantillons fécaux canins. 

3.3.2 La cryopréservation à l’azote liquide 

Plusieurs études, incluant la présente, suggèrent que l’utilisation d’une température à  

-20 °C affecte la qualité des transplants fécaux [291, 366]. Cependant, dans le cadre de ce projet, 

une température de -20 °C a été choisie compte tenu de son aspect pratique dans un contexte 



 94 

clinique. En effet, des méthodes de conservations connues pour leur efficacité à préserver la 

viabilité bactérienne telle que la congélation à -80 °C et la lyophilisation nécessitent des appareils 

très dispendieux et occupent beaucoup d’espace [288, 289, 291, 367]. Par conséquent, il serait 

intéressant d’évaluer la possibilité d’utiliser une méthode plus accessible qu’un congélateur à  

-80 °C et un lyophilisateur.  

La congélation à des températures inférieures à -80 °C, comme une congélation dans 

l’azote liquide (-196 °C) ou en phase gazeuse (-135 °C à -150 °C), entraîne l’arrêt des activités 

biochimiques et physiologiques des cellules bactériennes. Ainsi, les protéines et l’ADN peuvent 

être conservés sur de longues périodes [288, 289, 291]. Fonseca et al. ont évalué l’effet de 

différentes cinétiques de congélation et de températures de congélation sur l’activité biologique 

et la viabilité d’une souche bactérienne lactique conservée dans le glycérol. Les résultats 

indiquent que les effets néfastes de la cryopréservation étaient les plus élevés à une température 

de -20 °C suivie de la température de -80 °C. La congélation dans l’azote liquide était la méthode 

ayant le plus limité les dommages cellulaires [291]. Des études effectuées à partir d’échantillons 

fécaux humains indiquent que l’utilisation de température au-dessus de -80 °C limite la 

conservation à quelques mois, alors que l’azote liquide permet de prolonger la période de 

conservation [286, 292, 293]. De plus, une viabilité de 50 % a été rapportée lors d’une 

cryopréservation à l’azote liquide en absence de cryoprotecteur [288]. L’azote liquide est 

couramment utilisé pour effectuer la conservation de plusieurs types cellulaires (embryonnaires, 

immunitaires, végétales, germinales, etc.) et de certains microorganismes [281-285]. Cependant, 

la cryopréservation des transplants fécaux à l’azote liquide a fait l’objet de très peu d’études 

jusqu’à présent. Les résultats obtenus jusqu’à maintenant suggèrent qu’elle est très efficace pour 

conserver adéquatement les échantillons fécaux humains [271, 288]. Il serait donc intéressant 

d’effectuer des analyses de viabilité et de composition bactérienne sur des échantillons fécaux 

canins comparativement aux méthodes de congélation plus courantes.  

3.4 L’analyse de la composition bactérienne 

Les caractéristiques physiologiques des nombreuses espèces bactériennes ainsi que la 

composition de leur membrane cellulaire mènent à différentes capacités à résister aux effets de 
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la congélation et de l’exposition à l’oxygène [368, 369]. De plus, des travaux antérieurs indiquent 

que la présence d’oxygène peut causer une diminution d’espèces bénéfiques et ainsi favoriser le 

développement des espèces pathogènes [49, 349].  

Des analyses de la composition bactérienne effectuées sur des échantillons congelés 

durant quatre années à une température de -20 °C et de -80 °C ont révélé que ces échantillons 

présentaient une composition bactérienne similaire dans les deux groupes [370]. Cependant, 

dans ces travaux de recherches, la totalité de l’ADN bactérien extrait a été séquencée, ce qui 

implique que les analyses reposaient exclusivement sur la présence des différents taxons, qu’ils 

soient viables ou non. Ainsi, cette méthode possède une capacité limitée à identifier les bactéries 

viables et capables de coloniser le receveur. L’évaluation de la viabilité bactérienne des 

différentes espèces qui composent le microbiote intestinal peut être difficile à effectuer à l’aide 

de méthode de culture ou par séquençage génétique. La culture des espèces viables limite 

l’analyse de la composition, puisque seulement un petit sous-ensemble du microbiote intestinal 

total peut être isolé [371]. De plus, le séquençage ne permet pas de faire la distinction entre l’ADN 

qui provient d’une bactérie viable ou d’une bactérie non viable [372].  

Les analyses de viabilité effectuées dans le cadre de ce projet étaient limitées à l’analyse 

de l’ensemble des bactéries contenues dans les échantillons (les commensaux et les pathogènes). 

Il n’était donc pas possible d’identifier les espèces d’intérêt (commensales) qui ont été les plus 

affectées lors de l’exposition aux différentes conditions expérimentales, ce qui limite les analyses 

de viabilité de la présente étude. L’usage de techniques moléculaires telles que le séquençage de 

nouvelle génération combinée à des tests PCR quantitatifs ciblés ainsi qu’un traitement préalable 

au monoazide de propidium (PMA ; propidium monoazide) des échantillons permettrait de 

surmonter cette limitation [49]. Le PMA est un colorant rouge fluorescent qui pénètre de façon 

sélective les membranes cellulaires endommagées [373]. Lors d’une exposition à des rayons 

lumineux monochromatiques, une liaison covalente se forme entre le colorant et l’ADN des 

cellules endommagées. Ainsi, l’amplification est inhibée et seul l’ADN provenant des bactéries 

ayant une membrane cellulaire intacte est amplifié. Le rapport entre la quantité d’ADN provenant 

des bactéries intactes et la quantité totale d’ADN bactériens permet alors d’obtenir un 
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pourcentage de viabilité. De plus, l’emploi concomitant du séquençage offre la possibilité de 

connaître l’identité des bactéries viables et de la totalité des bactéries (viables et non viables) 

présentes dans les échantillons [373].  

Pour des raisons financières, cette méthode n’a pas été utilisée dans le cadre de ce projet. 

En contrepartie, une analyse de la composition bactérienne de chaque individu a été effectuée 

afin d’identifier les microbiotes associés à une plus grande viabilité bactérienne. Il s’est avéré que 

le genre Prevotella dominait l’ensemble de la communauté bactérienne chez plusieurs individus. 

De plus, les taux de viabilité les plus élevés étaient associés aux individus présentant les plus 

grandes abondances relatives de Prevotella. Pour cette raison, des analyses post-hoc ont été 

effectuées. Elles ont révélé une corrélation positive entre l’abondance relative de Prevotella et 

les taux de viabilité pour plusieurs groupes expérimentaux. Cependant, l’hypothèse que 

Prevotella est plus résistant aux manipulations des transplants fécaux doit être testée. Bien que 

ces constatations soient intéressantes, la méthode d’analyse de la composition décrite 

précédemment offrirait la possibilité d’effectuer des analyses plus approfondies sur les 

changements de la composition bactérienne. En effet, elle mènerait à l’obtention de 

comparaisons quantitatives des changements de la composition bactérienne comparativement à 

l’analyse de l’abondance relative, qui, elle, ne permet que d’observer l’abondance des uns par 

rapport aux autres.  

3.5 Les donneurs de matières fécales  

Théoriquement, nous avons limité les variations des résultats dans chacune de nos 

conditions expérimentales par l’utilisation d’une population homogène comme donneur de 

matières fécales. En effet, la diète, l’âge, la race, le genre sont des facteurs pouvant avoir un 

impact sur la composition du microbiote intestinal [189, 374, 375]. Dans ce projet, ces facteurs 

étaient similaires parmi l’ensemble des donneurs. Curieusement, nous avons tout de même 

observé une différence importante entre les individus. En effet, plusieurs d’entre eux 

présentaient une abondance nettement plus élevée du genre Prevotella par rapport aux autres. 

Ceci souligne l’effet de la variation interindividuelle et la complexité de l’écosystème composant 

le microbiote. De plus, tous les chiens impliqués dans ce projet étaient des Beagles, ce qui limite 
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l’extrapolation de nos résultats aux autres races de chien. La faible quantité de chiens participants 

(n = 10) à ce projet de maîtrise peut également limiter les analyses des effets de la préparation et 

de la congélation des échantillons ainsi que l’extrapolation des résultats à l’entièreté de la 

population canine.  

3.6 Les perspectives de la TMF 

Le microbiote intestinal est un écosystème complexe constitué de différents 

microorganismes ayant des interactions avec l’hôte. Afin d’identifier un échantillon fécal optimal, 

il est nécessaire d’effectuer encore beaucoup de travaux de recherche. Notamment, il serait 

important de bien caractériser les autres microorganismes qui composent le microbiote, incluant 

les métabolites qu’ils produisent, et d’identifier la méthode d’entreposage permettant de les 

préserver. De plus, le mécanisme d’action exacte du microbiote dans le rétablissement clinique 

ou dans la maladie n’est pas entièrement compris.  

3.6.1 L’utilisation des éléments autres que les microorganismes 

Ott et al. ont effectué une série de cas cliniques pour évaluer les effets de l’utilisation de 

la TMF chez 5 patients atteints de CDI récurrente [376]. Des analyses de l’ADN bactérien, viral, 

ainsi que des analyses protéomiques ont été effectuées chez les donneurs et les patients. 

L’infusion de selles a été filtrée à l’aide d’un filtre muni de pores à 0.2 m pour l’élimination des 

bactéries. Le filtrat a ensuite été transféré aux patients en une seule administration à l’aide d’une 

sonde naso-jéjunale. Les chercheurs ont rapporté une résolution des symptômes chez tous les 

patients (n = 5) [376]. Lors de la TMF, tout le contenu des fèces est transplanté, ce qui implique 

que des éléments autres que les bactéries vivantes sont transférés au receveur. En effet, une 

quantité non négligeable de bactéries non viables incluant leurs spores, des métabolites 

(endogènes et exogènes) et des enzymes, mais également d’autres microorganismes [323, 377-

379] est présente dans les transplants fécaux.  

Les spores sont produites par de nombreuses espèces bactériennes et celles-ci ont la 

capacité de coloniser le tube digestif. Certaines espèces appartenant au phylum des Firmicutes 

produisent des spores hautement résistantes dans des conditions défavorables et ont la capacité 
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de germer une fois qu’elles sont exposées en condition anaérobie ou à l’intérieur d’un hôte [380-

383]. Peu de bactéries ayant la capacité de sporuler ont été obtenues par les méthodes de culture. 

Bien que certaines études métagénomiques aient identifié certains gènes de sporulation 

potentiels, un manque de connaissance demeure sur leurs mécanismes d’action [384, 385]. 

Browne et al. ont procédé à des analyses par le séquençage du génome entier et de 

métagénomique combinées à une analyse informatique et phénotypique. Les résultats obtenus 

suggèrent que 50 à 60 % des genres bactériens provenant du microbiote intestinal ont la capacité 

de produire des spores [323].  

Des travaux de recherche antérieurs indiquent que les métabolites peuvent avoir un 

impact positif sur les résultats cliniques d’individus atteints d’une maladie inflammatoire de 

l’intestin [386-389]. De plus, les résultats observés dans de nombreuses études indiquent que les 

métabolites sont essentiels au maintien de la santé [166, 170, 330]. Ceci met en lumière la 

nécessité de mener de futurs travaux de recherche visant à caractériser l’ensemble du contenu 

des transplants fécaux pour l’emploi efficace de la TMF.  

L’analyse des métabolites contenus dans les transplants fécaux nécessite l’adoption de 

méthodes coûteuses telles que la résonance magnétique nucléaire, la chromatographie en phase 

gazeuse combinée à la spectrométrie de masse et la chromatographie liquide combinée à la 

spectrométrie de masse [379]. Plus récemment, Nam et al. ont utilisé la chromatographie en 

phase gazeuse bidimensionnelle complète combinée à la spectrométrie de masse à temps de vol 

pour comparer les effets de la congélation à -80 °C et de la lyophilisation sur l’abondance et le 

profil métabolomique d’échantillons fécaux [280]. La lyophilisation a entraîné une quantité de 

métabolites plus élevée attribuable à des dommages ou à la désintégration de la membrane 

cellulaire. Ceci indique que la congélation à -80 °C serait préférable à la lyophilisation pour 

préserver les échantillons dans leur état initial. Ces méthodes n’ont pas été utilisées dans ce 

projet. Cependant, il pourrait être intéressant d’effectuer, dans une prochaine étape, des 

analyses comparatives entre différentes méthodes d’entreposage en utilisant l’une de ces 

méthodes afin d’optimiser la qualité des transplants fécaux canins. 
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3.6.2 Les autres microorganismes de la TMF 

Le microbiote intestinal comprend des bactéries commensales et pathogènes, mais 

également des champignons, des virus, des archées et des helminthes [4, 390-398]. Chez le chien, 

les connaissances sur la prévalence et la classification phylogénétique des organismes autres que 

les bactéries présentes dans le tractus gastro-intestinal sont limitées.  

Néanmoins, Suchodolski et al. ont comparé l’ADN fongique contenu chez des individus 

sains et des chiens atteints d’entéropathies chroniques à l’aide du séquençage de l’ADN fongique. 
Toutes les séquences appartenaient à deux phylums tels que Ascomycota et Basidiomycota. Trois 

grandes classes ont été identifiées à savoir  : les Saccharomycètes, les Dothideomycètes et les 

Hyménomycètes [391]. D’autres analyses du microbiote intestinal ont également révélé que, chez 

le chien, 85,46 % de l’abondance fongique était principalement composée des genres 

Nakaseomyces et Candida castellii appartenant à la classe des saccharomycètes [4].  

Zuo et al. ont suggéré la présence d’une dysbiose fongique chez des humains ayant une 

CDI [395]. L’analyse de la composition fongique des patients ayant une CDI était caractérisée par 

une surreprésentation de Candida albicans et une infériorité de la diversité, de la richesse 

(nombre d’espèces observées) et de l’uniformité (proportion des uns par rapport aux autres) 

fongique. Ils ont également effectué un essai randomisé avec contrôle suggérant que la TMF était 

associée à une colonisation de taxons fongiques observés chez les donneurs tels que 

Saccharomyces et Aspergillus, alors que les individus n’ayant pas répondu à la TMF ou les 

individus traités avec antibiotiques présentaient une composition fongique dominée par Candida 

albicans [395]. 

Le séquençage métagénomique de préparations de particules pseudovirales (VLPs ; viral-

like particules) a également été effectué par Zuo et al. chez 24 sujets atteints de CDI et de 

20 témoins sains [396]. Dans cette étude, des changements au niveau du virome entérique tels 

qu’une diminution de la diversité (au niveau de l’espèce), de la richesse et de l’uniformité étaient 

reliés à une CDI comparativement aux individus sains. Ils ont également effectué un essai 

randomisé avec contrôle à l’aide de 9 individus traités avec TMF et 5 individus traités par 
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antibiotique (vancomicyne). La réponse au traitement était définie par l’absence de diarrhée ou 

des diarrhées persistantes qui pourraient s’expliquer par d’autres causes (test de selles négatif 

pour la toxine Clostridioides difficile). La rechute était définie par la présence de diarrhées avec 

un test de selles positif pour la toxine Clostridioides difficile. Les auteurs ont rapporté que la 

réponse au traitement dans la TMF était associée à un niveau élevé de colonisation des taxons de 

Caudovirales dérivés du donneur [396]. D’ailleurs, les analyses effectuées par d’autres chercheurs 

appuient ces résultats [397, 398], ce qui suggère que les bactériophages Caudovirales pourraient 

jouer un rôle dans l’efficacité de la FMT pour le traitement de CDI.  

Les analyses de viabilité effectuées dans la présente étude n’ont pas permis de 

comptabiliser la viabilité associée aux autres microorganismes ainsi que la quantité de spores 

intactes contenues dans les échantillons. Dans le cadre d’études ultérieures, il serait intéressant 

d’évaluer la viabilité et la composition de l’ensemble des microorganismes qui composent le 

microbiote, incluant les spores, afin de sélectionner la méthode de préparation et de conservation 

permettant de conserver les transplants fécaux à leur état initial (frais). Les connaissances sur les 

rôles des populations microbiennes autres que les bactéries sont limitées et davantage d’études 

sont nécessaires. Cependant, de toute évidence, les autres microorganismes constituent une 

place importante dans l’écosystème intestinal et participent aux interactions avec l’hôte. 

3.6.3 L’utilisation de donneurs multiples 

Certains chercheurs ont utilisé la combinaison de différents donneurs dans le but 

d’accroître la diversité bactérienne pour le traitement de maladies inflammatoires de l’intestin 

[399-402]. Ces chercheurs ont rapporté que la diversité bactérienne était augmentée lors de la 

combinaison des échantillons. Le suivi des individus ayant reçu la TMF indique également 

l’absence d’effets secondaires reliés au nombre plus élevé de donneurs. Selon une étude 

randomisée contrôlée avec placebo à double aveugle effectué sur 42 patients humains atteints 

de colite ulcéreuse, la TMF avec multidonneurs pourrait engendrer une rémission clinique et une 

amélioration des signes cliniques qui serait associée à une diversité bactérienne [399]. Bien que 

ces résultats soient encourageants, aucune étude à ce jour ne semble avoir observé l’amélioration 

de signes cliniques ou la rémission de patients en comparant l’efficacité des transplants élaborés 
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à partir d’un seul donneur ou de plusieurs donneurs. Dans des recherches ultérieures, il pourrait 

donc être intéressant d’effectuer ces comparaisons pour déterminer si le traitement 

d’entéropathies canines à l’aide de donneurs multiples serait cliniquement plus efficace. 

3.6.4 La médecine personnalisée et les biomarqueurs 

La prochaine étape de la TMF consisterait à identifier les espèces bactériennes, les 

métabolites ainsi que les autres microorganismes qui sont bénéfiques au rétablissement de 

différentes maladies et d’effectuer seulement la transplantation de ces éléments.  

Des chercheurs ayant employé des technologies de séquençage à haut débit et des 

approches multiomiques (métagénomique, métatranscriptomique, métaprotéomique et 

métabolomique) ont identifié certains biomarqueurs du microbiote intestinal impliqués dans 

certaines maladies gastro-intestinales humaines [403-405]. Par exemple, des espèces 

appartenant au genre Prevotella étaient associées avec une digestion efficace des hydrates de 

carbone [189, 374]. D’ailleurs, des essais cliniques effectués chez l’humain suggèrent qu’une 

supplémentation en prébiotiques favorisant Prevotella était associée à une amélioration du 

métabolisme du glucose [406-408]. Ces résultats impliquent que Prevotella spp. pourrait être 

utilisé de façon spécifique dans le cadre d’essais cliniques pour la gestion de la glycémie chez des 

patients canins atteints de diabète. Prevotella a été identifié comme un genre bactérien 

constituant normalement le microbiote d’un chien en bonne santé et est associé à une bonne 

santé intestinale [43]. De plus, une diminution de l’abondance des Prevotellaceae, la famille qui 

abrite le genre Prevotella, est associée à une maladie intestinale inflammatoire chez le chien 

[409]. Cependant, lors de l’élaboration de l’indice de dysbiose, Prevotella ne figurait pas parmi les 

sept groupes bactériens affectés chez les chiens atteints de maladies inflammatoires chroniques 

[22]. Par conséquent, il est nécessaire d’acquérir plus de connaissances sur leurs rôles dans le 

maintien de la santé intestinale chez le chien. 

Certains biomarqueurs du microbiote intestinal sont associés à des maladies. Par exemple, 

des travaux antérieurs ont rapporté une abondance inférieure de Firmicutes et une plus grande 

abondance de Proteobacteria, de Gammaproteobacteria, et d’Enterobacteria chez des patients 
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ayant une neuro-dégénération comparativement à des sujets sains [410, 411]. De plus, Cattaneo 

et al. ont rapporté que des patients atteints de l’Alzheimer avaient une abondance supérieure 

d’espèces pro-inflammatoires telles que Escherichia/Shigella ainsi qu’une abondance inférieure 

d’espèces anti-inflammatoires telles que E. rectale. D’ailleurs, ces modifications étaient associées 

à l’amylose cérébrale et à l’inflammation périphérique en lien avec la physiopathologie de la 

maladie [412]. Bien que de nombreuses études se concentrent sur l’identification de 

biomarqueurs pour la détection précoce des maladies, davantage de recherches sont requises 

afin de pouvoir les utiliser dans la pratique clinique [413]. 

L’identification de biomarqueurs et d’espèces microbiennes spécifiques chez des patients 

atteints de maladie gastro-intestinale ou extra-intestinale pourrait mener à l’élaboration d’une 

thérapie sur mesure. Ainsi, il deviendrait possible de traiter les patients de façon spécifique, soit 

par l’administration de TMF provenant d’un profil microbien spécifique au rétablissement de la 

maladie, soit par l’élaboration de capsules à partir de cultures microbiennes. Cependant, 

beaucoup de travaux de recherche sont nécessaires pour l’identification de ces éléments ainsi 

que la voie idéale d’administration. 

3.7 La conclusion générale 

Les échantillons préparés en condition anaérobique présentaient des taux de viabilité 

supérieurs aux échantillons exposés à l’oxygène. De plus, la viabilité bactérienne a diminué de 

façon importante à la suite de la congélation, et ce, malgré l’utilisation d’un cryoprotecteur. Ceci 

indique la nécessité d’effectuer des analyses comparatives afin de déterminer la méthode de 

congélation la moins délétère sur la viabilité bactérienne. Néanmoins, l’utilisation du glycérol 

semble avoir eu un effet protecteur supérieur au cryoprotecteur contenant des antioxydants. 

Prevotella était positivement corrélé aux taux de viabilité de plusieurs groupes expérimentaux. 

Ceci indique que l’hypothèse voulant que Prevotella soit plus résistant pourrait être testée dans 

de futurs travaux de recherche. Ultérieurement, il pourrait être intéressant d’effectuer des 

analyses de viabilité à l’aide de PMA concomitante à la PCR quantitative, ce qui permettrait de 

caractériser les changements sur le plan de la composition bactérienne en différentes conditions 

expérimentales. Ainsi, il serait possible de mener des analyses plus approfondies et d’optimiser 
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la viabilité d’espèces bactériennes commensales lors de la préparation et de l’entreposage des 

transplants fécaux canins. 
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