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Résumeé :

L'identification des souches bactériennes dans l'appareil génital des
vaches est cruciale pour la santé et la reproduction du bétail. D’aprés 1'étude ce
qu’on a fait sur ce sujet, Nous pourrions résumé en ces principales volets qui
explique l'identification des souches bactériennes de tractus génital de vache :

1. Contexte :

Les infections genitales chez les vaches peuvent entrainer des pertes
économiques importantes pour les éleveurs, en raison de la baisse de la fertilité
et de la productivite laitiére.

2. Techniques d'identification :

Culture bactérienne : Méthode traditionnelle pour isoler et identifier les bactéries
présentes dans les échantillons vaginaux ou utérins.

PCR (Polymerase Chain Reaction) : Utilisée pour détecter spécifiqguement des
especes bactériennes ou leurs genes associés a la pathogeénicite.

Séquencage de I'ADN : Permet une identification précise des especes
bactériennes et de leurs variants genétiques.

3. Principales souches bactériennes impliquées :

Escherichia coli : Souvent associé aux infections utérines post-partum (metrite).

Trueperella pyogenes : Impliqué dans les infections utérines et les abces
génitaux. Streptococcus spp. : Peut causer des infections utérines et des métrites.
4. Impact sur la santé reproductive :

Les infections genitales peuvent entrainer des avortements, des retards de
conception et une augmentation des intervalles entre les vélages. Elles
augmentent également le risque de contamination des veaux a la naissance,
affectant leur santé.

5. Gestion et prévention :

Surveillance réguliére : Essentielle pour détecter précocement les infections et
les traiter efficacement.

Hygiéne et pratique de gestion : Maintien de bonnes conditions d'hygiéne dans
les installations de vélage et de reproduction.

Utilisation appropriée dantibiotiques : Basée sur les resultats des tests
d'identification bactérienne pour une thérapie ciblée.

En résume, [lidentification précise des souches bactériennes dans
l'appareil génital des vaches est essentielle pour la mise en ceuvre de stratégies
efficaces de gestion et de traitement visant a minimiser I'impact des infections
sur la santé et la reproduction du bétail laitier et de boucherie.



Summary :

Identifying bacterial strains in the reproductive tract of cows is crucial for
livestock health and reproduction. According to the study what we have done on
this subject, We could summarize in these main aspects which explains the
identification of bacterial strains from the cow's genital tract:

1. Context:

Genital infections in cows can cause significant economic losses for farmers,
due to reduced fertility and milk productivity.

2. ldentification techniques:

Bacterial culture: Traditional method for isolating and identifying bacteria
present in vaginal or uterine samples.

PCR (Polymerase Chain Reaction): Used to specifically detect bacterial species
or their genes associated with pathogenicity.

DNA Sequencing: Allows precise identification of bacterial species and their
genetic variants.

3. Main bacterial strains involved:

Escherichia coli: Often associated with postpartum uterine infections (metritis).
Trueperella pyogenes: Involved in uterine infections and genital abscesses.
Streptococcus spp. : May cause uterine infections and metritis.

4. Impact on reproductive health:

Genital infections can lead to abortions, delayed conception and increased
calving intervals. They also increase the risk of contamination of calves at birth,
affecting their health.

5. Management and prevention:

Regular monitoring: Essential for detecting infections early and treating them
effectively.

Hygiene and management practice: Maintaining good hygienic conditions in
calving and breeding facilities.

Appropriate use of antibiotics: Based on results of bacterial identification tests
for targeted therapy.

In summary, accurate identification of bacterial strains in the reproductive
tract of cows is essential for the implementation of effective management and
treatment strategies aimed at minimizing the impact of infections on the health
and reproduction of dairy cattle and butchery.
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Introduction :

L'identification des souches bactériennes dans le tractus génital des
vaches revét une importance cruciale dans le domaine de la santé
animale et de la production laitiére. Ce processus permet de détecter et
de caractériser les microorganismes présents dans cet environnement
complexe, ce qui aide les éleveurs et les vétérinaires a prévenir,
diagnostiquer et traiter les infections utérines et autres affections du
systeme reproducteur bovin.

La méthode traditionnelle d'identification des souches bactériennes
implique la culture des échantillons prélevés sur des milieux de
culture spécifiques, suivie de l'observation des colonies bactériennes
et de tests biochimiques pour déterminer leur identité. Cependant,
cette approche peut étre longue et laborieuse, et certains
microorganismes peuvent étre difficiles a cultiver ou a identifier de
cette maniere.

De nos jours, les techniques de biologie moléculaire, telles que la
PCR (réaction de polymeérisation en chaine) et le séquencage
génétique, offrent des alternatives rapides et précises pour
I'identification des souches bactériennes. Ces méthodes permettent de
détecter et de caractériser les bactéries présentes dans les échantillons
de maniere spécifique et sensible, souvent sans nécessiter de culture
préalable.

L'identification des souches bactériennes dans le tractus génital
des vaches aide a comprendre la composition de la microflore normale
de cet environnement ainsi que les agents pathogenes potentiels qui
peuvent causer des maladies. Cela permet aux éleveurs de mettre en
place des mesures préventives efficaces, telles que des programmes de
gestion sanitaire et des protocoles de traitement ciblés, pour maintenir
la santé reproductive des vaches et optimiser leur productivité. En
outre, cela contribue a réduire l'utilisation d'antibiotiques et a prévenir
I'émergence de résistances bactériennes, ce qui est essentiel pour la
durabilité a long terme de I'élevage bovin.



A partir de notre étude, on va essayer de préciser :

e Les principales bactéries présentes dans le tractus génital de la
vache
e D’importance de I’identification des bactéries dans la gestion de
production et reproduction dans les élevages bovines ainsi que la
prévention des maladies qui peut touche 1’appareil génital de la
vache.
e Le microbiome génital et son role biologique dans le domaine
vetérinaire
Cette these étudiera donc L’identification des différente bactéries présentes
dans I’appareil reproducteur de la vache et ses interactions. Des rappels
anatomiques et physiologiques sur I’appareil génital de la vache seront
développés en premier lieu, suivi par la citation des différentes especes
bactériennes qui 1’0n peut trouvées dans le tractus génital de la vaches. Puis,
nous aborderons I’impact de ses bactéries sur la fonction reproductive de la
vache. Ensuite, nous analyserons les différentes méthodes qui identifient le
microbiote. Ainsi que des notions sur le microbiome génitale seront discutées.
En dernier lieu, nous examinerons les facteurs affectant la diversité de se

dernier, nous terminerons par les différents stratégies de manipulation de
microbiote et leurs impact sur le microbiote vaginal.



Chapitre 1 :




Chapitre 1 : Rappels anatomophysiologique de I’appareil génital de la vache

1-Rappelles anatomique de ’appareil génitale de la vache

1.1.  Le col utérin ou cervix :

Le cervix est peu discernable en surface sur une piéce anatomique. Il est
beaucoup plus long (10 cm) que le corps utérin (CHRISTIAN HANZEN). Il
présente la particularité chez la vache d'étre fibreux et de comporter une
structure interne dite en fleurs épanouies qui en rend la cathétérisation (passage
au moyen d'une sonde ou d'un pistolet d'insemination) difficile.

1.2. Le corps utérin: est court chez la vache (3 cm).

1.3. Les cornes utérines:

D'une longueur de 35 a 45 cm, elles se rétréecissent progressivement en
direction des oviductes auxquels elles se raccordent sous la forme d'une
inflexion en S. Elles ont en effet un diametre de 3 a 4 cm a leurs bases et de 5 a
6 mm a leurs extremités. Incurvées en spirale, leurs apex sont trés divergents et
situes latéralement a peu pres dans l'axe de la spirale. Cette disposition
positionne les ovaires a hauteur du col de I'utérus. Leur bord mésométrial (petite
courbure) est concave et situé ventralement chez les ruminants (CHRISTIAN
HANZEN).

Leur bord libre ou grande courbure est convexe et situé a l'oppose du
précedent. Les deux cornes sont unies a leur base par deux ligaments inter
cornuaux l'un ventral et l'autre dorsal plus court que le précédent.

L'utérus est principalement irrigué premierement par l'artere utérine qui

prend naissance au debut de l'artére iliaque interne et deuxiéemement par un
rameau utérin de l'artere vaginale, dérivée comme l'artere honteuse interne plus
postérieure de l'artere iliaque interne.
L'endométre est gris rougeatre et presente le plus souvent quatre rangées
longitudinales de caroncules, plus saillantes si la femelle a été gestante,
dépourvues de glandes, arrondies ou ovalaires légerement déprimées en leur
centre chez les vaches, dont le volume augmente de maniere considérable
pendant la gestation pour former avec le cotylédon fetal un placentome.

1.4 L'ovaire:

Les dimensions de l'ovaire varient en fonction du développement de ses
structures fonctionnelles. En moyenne, sa longueur est de 35 a 40 mm, sa
largeur de 20 & 25 mm et son épaisseur comprise entre 15 et 20 mm. Il a une
forme aplatie, ovoide en forme d'amande. Son poids de 1 & 2 g a la naissance est
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de 4 a 6 g a la puberté et d'une quinzaine de g chez l'adulte (10 a 20 g). En
général I'ovaire droit est 2 a 3 g plus lourd que I'ovaire gauche.

L'ovaire comporte un bord libre et un bord sur lequel se fixe le
mésovarium, zone du hile recevant une importante vascularisation qu'il
conviendra lors d'un examen. échographique de ne pas confondre avec les
follicules ovariens. L'ovaire comporte une zone vasculaire centrale (medulla) et
une zone parenchymateuse périphérigue (cortex).

La bourse ovarigue est délimitée par le mésovarium d'une part, élément de
suspension de l'ovaire et par le mésosalpinx fixant l'oviducte a proximité de
I'ovaire.

L'irrigation de l'ovaire est assurée par l'artere ovarique issue de la partie
caudale de l'aorte abdominale. Elle delégue avant d'atteindre lI'ovaire une petite
branche uterine. Au terme de nombreuses ramifications, elle atteint le hile de
I'ovaire au travers du meésovarium. On précisera la coexistence étroite entre la
veine utérine d'une part et l'artere ovarique dautre part. Ce plexus est
directement impliqué dans la régulation du cycle, la prostaglandine F2alpha
passant chez la vache directement de la veine utérine dans l'artere ovarienne. Ce
mécanisme dit de contrecourant n'est pas specifique a l'ovaire; L'ovaire renferme
de maniere plusieurs types d'organites physiologiques les follicules d'une part et
les corps jaunes d’autre part. Dans I’un et ’autre cas, il en existe en effet de
plusieurs types presentant chacun leurs caractéeristiques anatomiques mais aussi
hormonales. Ces structures coexistent tout au long du cycle et interagissent dans
sa regulation (DERIVAUXet JOARLETTE 1980-1984).

1.5. Les follicules:

Les follicules sont dits primordiaux (0.04 mm), primaires (0.06 a 0.12
mm), secondaires (0.12 a 0.2 mm), tertiaires (0.3 a 2 mm) pré ovulatoires (2 a 20
mm) et de De Graaf (20 a 25 mm). Histologiquement, seuls les follicules pré
ovulatoires et de De Graaf sont cavitaires et donc visibles par échographie.
Anatomiquement, seuls les follicules pre-ovulatoires et de De Graaf sont
palpables manuellement.

1.6. Le corps jaune:

Lors de l'ovulation, le follicule diminue de volume, sa paroi se plisse et sa
cavité se remplit d'un exsudat serofibrineux qui ne tarde pas a coaguler. 1l s'en
suit une importante neoformation capillaire d'une part et une importante
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multiplication et transformation des cellules de la granuleuse en cellules lutéales
(lutéocytes).

D'autre part. Au cours de cette phase de développement (premiers jours du
metoestrus), le coagulum initial s'infiltre de sang et justifie I'appellation de corps
jaune hémorragique ou encore de corps rouge donné a cette structure de couleur
rouge sombre voire noiratre.

Progressivement se multiplient deux types de cellules les unes derivées de
la granuleuse (grandes cellules lutéales), les autres dérivées de la theque (petites
cellules lutéales). Aprés quelques jours, ces cellules refoulent en tout ou en
partie le coagulum vers le centre ou il persiste sous la forme d'une simple trainée
ou sous la forme d'une cavité ou moins importante telle que celle observée dans
les corps jaunes cavitaires. Les cellules lutéales se sont simultanément chargées
en un pigment caroténoide, la lutéine donnant au corps jaune pleinement
développé sa teinte orange voir jaune caracteristique. Ce pigment est plus
brunatre chez les petits ruminants et la truie. Le corps jaune atteint alors une
taille de 20 a 25 mm de large et de 25 a 30 voire 35 mm de long. Vers la fin du
dioestrus, le corps jaune rentre progressivement en régression. Il prend une
teinte plus rouille, sa saillie en surface (stigma) se reduit progressivement, il
subit une degénérescence fibreuse puis fibrohyaline qui lui donne un aspect
blanchétre (corpus albicans).

1.5.1. Corps jaune hémorragique :

Structure de consistance molle de diametre inférieur a 2 cm correspondant
a un corps jaune en formation. Le diagnostic manuel de cette structure est
difficile.

Figure 1 : Image d’un corps jaune hémorragique (DERIVAUX et
JOARLETTE).
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1.5.2. Corps jaune atrétique (corpus albicans):

Définition clinique: corps jaunes ayant régressés se présentant a la palpation
manuelle sous la forme d’une structure dure, fibreuse, de la taille d’une téte de
clou.

1.5.3. Corps jaune persistant :

Définition clinique: structure lutéal présente, en dehors de la gestation ou d’un
pyrometre et en ’absence d’un retour en chaleurs de I’animal, au méme endroit
sur le méme ovaire et de taille comparable lors de deux examens réalises a 15
jours d’intervalle.

Le diagnostic du corps jaune persistant étant exceptionnel, ce terme ne devrait
pas étre employe.

1.5.4. Corps jaune cavitaire :

Définition clinique: structure a surface lisse et de consistance ferme
(hepatique), de diametre compris entre 2 et 3 cm présentant dans 60 % des cas
une cavité de diamétre variable. Cette structure appelée a tort. Le corps jaune
kystique n’a pas de signification pathologique.
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Figure 2 : image d’un corps jaune cavitaire (DERIVAUX ET JOARLETTE).

1.6. Les kystes ovariens :
1.6.1. Kyste folliculaire : structure a paroi mince, lisse et répressible de taille

supérieure a 2,5 cm (diagnostic manuel).
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Figure 3 : Image d’un kyste ovarien (CHRISTIAN HANZAN).

1.6.2. Kyste folliculaire luteinise : follicule a paroi épaisse de diametre
superieur a 2,5 cm presentant en périphérie un certain déeveloppement de tissu
lutéal qui justifie également leurs appellations de kyste a paroi épaisse. Cette
paroi explique leurs caractéres moins répressibles que le kyste folliculaire

2-physiologie de I’appareil génitale de la vache:

La vache est une femelle a reproduction non saisonniére; elle présente une
activité cyclique pendant toute l'année. L'appareil genital de la vache subit des
modifications, histologiques, anatomiques pendant une période physiologique
tres importante; connus sous le nom de cycle sexuel ou cycle oestral qui dure en
moyenne 21j avec des variations de 16 a 24 j, commencent au moment de la
puberté, se poursuivant tout au long de la vie génitale et ne sont interrompues
que par la gestation (Soltner, 2001). Le cycle castral est I'ensemble
d'événements successifs groupés en deux grandes phases (Figure02): La phase
folliculaire; Dure 3 a 5 j correspond a la croissance folliculaire. Cette derniére
est composée en deux étapes a savoir:

2.1. Pro astrus : qui se caractérise par la folliculogenése dure 3-4 j.

2.2. Oestrus : qui est la période des chaleurs et I'acceptation du male et de la
saillie dure 18 a 20 h, c'est la période de maturité folliculaire au niveau de
I'ovaire suivie de l'ovulation qui aura lieu. 10 a 12 h apres la fin de l'oestrus et se
caractérise par des manifestation externe: excitation, recherche de
chevauchement de ses compagnes, acceptation passive du de mucus (Figure 03a
et 03b) (Derivaux et al; 1986).

Il est recommandée de pratiquée deux observations quotidiennes du
troupeau d'au moins 20 minutes chacune, t6t le matin et en fin de journée.

La détection des chaleurs est tres importante chez la vache car le moment
de l'insémination influence fortement la fertilité de la vache. La fertilité
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maximale est obtenue lorsque I'insémination est pratiquée a la fin de l'oestrus,
soit 13 & 18 h avant l'ovulation (Lefebvre B.; 1993).

2. 3. La phase lutéale : dure 16 a 19 j correspond au développement du corps
jaune puis a la régression de ce dernier. Cette phase est composée en deux
étapes:

2.4. Méta cestrus: Dure 2 j correspond a l'apparition du corps jaune.

2. 5. Dicestus: C'est la période de sécrétion puis de régression du corps jaune
dure 15j (Lefebvre B. ;1993).

2.6. Folliculogenese :

La folliculogenese est I'ensemble des processus, de croissances et de
maturations des follicules ovariens entre le stade de follicules primordial et le
follicules ovulatoire (Monniaux et al, 1999), Plusieurs études ont montrés que ce
phénomene est continu; puisque chaque jour des follicules entrent en phase de
croissance (Driancourt et al, 1991) (Hanzan et al, 2000). Le processus de la
folliculogenese passe par plusieurs stades:

2.6.1. Follicule Primordial:

C'est le plus petit follicule observé, constitué d'un ovocyte ayant un
diameétre de 20-35um blogué au stade dyploténe (Hanzan et al, 2000) entouré de
3 a 4 cellules aplaties (Driancourt et al, 1991).

2.6.2. Follicules Primaires:

Le passage de follicule primordial au stade primaire commence avant la

naissance, ce phénomeéne se produit indépendamment des hormones
gonadotropines et ne semble pas étre soumis qu'au contréle ovarien.
On note une élévation du diametre et I'organisation de cellules folliculaires en
une couche réguliere de cellules cubiques; I'élément le plus important durant
cette phase c'est I'apparition d'une couche hyaline constituée de glycoprotéine
synthétisée par l'ovocyte, c'est la zone pellucide (Yanagimachi, 1994).

2.6.3. Follicule secondaire:

Pendant cette étape la zone pellucide est bien différenciée, l'ovocyte
atteint un diametre de 60 um; 2-3 couches de cellules cubiques entourent
I'ovocyte et formant la granulosa I'ensemble est limité par une membrane basale
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appelée la membrane de Slavjanski; il est bien reconnue que les premiers stades
de croissance folliculaire son indépendant des hormones gonadotropines
(Monniaux et al, 1997).

2. 6. 4. Follicule tertiaire (cavitaire):

Dit aussi follicules Plein (Soltner, 1993). Au niveau de la granulosa, il y'a
I'apparition des petites cavités remplies de liquide folliculait contient de
I'exsudat, du plasma et des secrétions des cellules folliculaires; I'agrégation des
ces cavités forment une seule cavité appelé Antrum. L'augmentation progressive
de la taille de ce dernier entraine la séparation des cellules de la granulosa et
formation du Cumulus Oophorus. Les cellules qui entourent l'ovocyte se
differenciée et forme la corona Radiata. Deux couches de cellules trés
importantes entourent le follicule vers I'extérieur, la premiére est appelée la
theque interne et la deuxiéme la theque externe (Hanzan et al, 2000).

A ce stade les follicules atteignent une taille de (4-5) mm, leur nombre
dépend du nombre de follicule entrant en croissance, du taux de croissance
folliculaire, et celui des follicules atrésiques (Armstrong, 1993).

2.6.5. Follicule mdr De Graaf

C'est une phase terminale de la folliculogenese, qui ne concerne en fait
qu'un sur mille follicules entré en croissance (Saumond, 1991). Il est formé du
nombre le plus élevé de cellules folliculaires qui ont une activité mitotique
minimale.

L'ovocyte est toujours entouré par les cellules de corona Radiata et le
cumulus, la cavité folliculaire est gonflée par le liquide folliculaire, les deux
theques sont bien différenciées ainsi que la membrane de Slavjanski est
nettement visible. A ce stade, la théque interne devienne une glande a part
entiere, et la théque externe ne forme qu'une couche fibreuse (Monniaux et
Manget, 1997). Chez la femelle pubére, le follicule de De Graaf présente deux
fonctions (Soltner, 1993).

- La production cyclique d'ovulation.
- Une production permanente d'oestradiol.
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2.7. La régulation hormonale du cycle oestral de la vache :
Plusieurs phénomenes sont a la base de cette régulation:
2.7.1 Les Estrogenes :

Joues deux réles différent selon la période du cycle, au début de la
croissance folliculaire le taux faible des cestrogénes exercent un feedback
négative sur l'axe hypothalamo-hypophysaire, alors qu'en fin de croissance
folliculaire le taux élevée des cestrogénes exercent un feedback positive sur 'axe
hypothalamo-hypophysaire toute en stimulant la production de la GnRH par
I'nypothalamus et donc la sécrétion intense d‘hormones hypophysaire (FSH,
LH), qui sont a l'origine du déclanchement de l'ovulation.

2.7.2 LaProgestérone: a aussi un double role :

Pendant la majeure partie du cycle, elle est sécrétée a forte dose par le
corps jaune, elle bloque l'axe hypothalamo -hypophysaire et prévient toute
possibilité de décharge d’hormone hypophysaire par rétrocontrdle négative sur
I'nypothalamus. En effet selon Drion et al (1996) le taux basale de progestérone,
associé aux cestrogénes présentes en phase pro-oestrus entraine le pic de LH
necessaire a l'ovulation.

L'inhibine assure wune régulation négative de [l'ovaire sur [l'axe
hypothalamo-hypophysaire alors que l'activine favorise la synthése et la
libération de FSH.

La PGF2a permet la luteolyse, elle autorise ainsi l'arrét de la sécrétion de
progestérone, le levé du feedback négatif et la décharge d'’hormones
hypophysaires qui fait que I'ovulation devient possible (Vandwinkel, 2000)
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1-Principales bactéries présentes dans le tractus génitales de la vache :

1.1. Les mollicutes :

Nous savons aujourd’hui que les Mollicutes ont une répartition mondiale
et atteignent toutes sortes d’individus (humain, mammiféres, reptiles, poissons,
oiseaux, insectes et méme plantes) (EDWARD, D. G. ff, HANCOCK, J. L. et
HIGNETT; 1947). Il s’agit donc d’une classe bactérienne d’importance majeure
qu’il est intéressant d’étudier pour comprendre de nombreuses maladies.

1.1.1. Classement

Le ler isolement de Mollicutes a partir de mucus vaginal et de sperme de
bovin a eu lieu en 1947, dans des troupeaux souffrant d’infertilité et
d’avortements idiopathiques en Angleterre (RAZIN, S., YOGEV, D. et NAOT ;
1998). On distinguait alors 2 serogroupes : P (pour pathogéne), qui requiert du
sérum équin ou du liquide d’ascite humain dans son milieu de culture, et S (pour
saprophyte), qui n’en a pas besoin a 20 °C (EDWARD, D. G. ff; 1950). Le
sérogroupe S s’est avéré étre Acholeplasma laidlawii et la souche P,
Mycoplasma bovigenitalium.

La classe des Mollicutes, créée en 1984, et d’abord appelée la classe des
PPLO (pleuropneumonia-like organisms), regroupe de nombreux genres et donc
de nombreuses
especes (fig. 1) :

_ Classe : Mollicutes —__

“— ’ . —
Ordres:  Mycoplasmatales Entomoplasmotales Acholeplasmatales Anaeroplasmaotales

l » § .‘.l Al
Familles : Mycoplasmataceae Entomoplasmataceae Spiroplasmatacege Acholeplasmataceae Anaeroplasmataceoe

\J A \J \J l
|

1 |
Genres: | Mycoplasma Entomoplasma Spiroplasma Acholeplasma ‘ Anaeroplasma
Ureaplasma Mesoplasma ‘ Phytoplasma Asteroleplasma

Figure 4 : La classe des Mollicutes (en rouge, les espéces retrouvées chez les
bovins)
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la classe des Mollicutes est constituée de plus de 200 especes variées. Les
espéces d’intérét médical, humain et vétérinaire sont réparties principalement
dans les genres Ureaplasma (homme et animaux), Acholeplasma (homme,
animaux et plantes) et Mycoplasma (homme et animaux). Notons aussi que les
genres Mycoplasma et Ureaplasma regroupent les principaux pathogénes des
ruminants. Dans cette thése, nous nous intéresserons exclusivement aux genres
Mycoplasma, Ureaplasma et Acholeplasma, car ce sont les seuls a avoir éte
isolés des tractus urinaires et génitaux des bovins (LE GRAND, P. et POUMARAT;
2008).

Il arrive régulierement qu’on assimile a tort la classe Mollicutes aux seuls
mycoplasmes, ce qui complique la compréhension de certaines publications dans
lesquelles le terme est ambigu.

1.1.2. Propriétés

Les Mollicutes sont des organismes procaryotes dérivant d’un ancétre
commun aux bactéries Gram positives par évolution régressive (LE GRAND, P. et
POUMARAT; 2008). Ce sont des bactéries majoritairement anaérobies
facultatives. Ils n’ont pas de paroi, ce qui leur confére un caractére pléomorphe :
leur forme change en fonction des conditions du milieu. Cependant, ils ont le
plus souvent la forme de coques, tout en étant plus ou moins filamenteux. Leur
capacité a se deformer leur permet de traverser des filtres biologiques de
porosité comprise entre 0,2 et 0,4 um. Leur diamétre est compris entre 0,15 et
0,8 um. lls représentent les plus petits étres vivants capables de se reproduire.
Leur méthode de reproduction a longtemps été controversée : développement de
minuscules coques dans les filaments puis désintégration de ces derniers et/ou
fission binaire et/ou reproduction par bourgeonnement (FREUNDT; 1974). De nos
jours, il est communément admis qu’ils se reproduisent par fission binaire
(EDWARD, D. G. ff., HANCOCK, J. L. et HIGNETT; 1947).

Les Mollicutes ont un chromosome unique. Il s'agit d'un double brin
d’ADN circulaire, pauvre en bases guanine et cytosine (23 a 40 %) et de taille
réduite (580 a 1 350 kpb), méme si certains peuvent atteindre 2 200 kpb (C.
CITTI ; 2006). Du fait de ce faible équipement génétique, ils ont un métabolisme
réduit. On a longtemps considéré que le nombre de genes impliqués dans la
recombinaison génétique et dans la réparation de I’ADN étant restreint, cela
provoquait une évolution dégénérative des Mollicutes. Toutefois, 1’acquisition
d’ADN exogene par transfert horizontal a depuis été prouvée. Elle permet aux
Mollicutes d’acquérir de nouveaux genes. Ces transferts sont plus ou moins
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importants en fonction des especes de Mollicutes et restent le plus souvent assez
faibles. Il faut signaler qu’ils peuvent aussi avoir lieu entre deux especes
distinctes présentes dans un méme hdéte. lls peuvent donc permettre aux
Mollicutes de mieux s’adapter a leurs hétes (SIRAND-PUGNET ; 2007).

1.1.3. Diagnostic

De nos jours, trés peu de Kkits commerciaux existent pour détecter les
Mollicutes. Dans la majorité des cas, il est donc nécessaire de se référer a un
laboratoire.

Chez les femelles, Lors d’infections génitales dues a des Mollicutes, les
prélevements a effectuer sont des écouvillonnages en région cervicale, vaginale
ou vulvaire (notamment au niveau de la fosse clitoridienne), de préférence au
niveau des Iésions s’il y en a. En effet, lors de prélévements pour cause
d’infertilité, les zones d’inflammation actives de la vulve semblent étre les plus
porteuses de Mollicutes (YAEGER, M. J. et HOLLER ; 2007). Des prélevements sur
les avortons sont aussi possibles.

La méthode de prélevement doit €tre choisie en fonction de 1’espéce
recherchée et de sa localisation habituelle. De plus, les prélevements doivent
étre effectués de facon stérile.

Par exemple, pour prélever le mucus vaginal, il est préférable d’utiliser
une lame émoussée qui ne rentrera pas en contact avec la vulve avant le
prélevement au niveau du vagin (BALL, H. J., NEILL; 1978)

1.2. Les leptospires :

De nombreuses souches ont été découvertes ces dernieres annees et les
avancées de la genétique ont permis d’actualiser les connaissances sur les
leptospires. Actuellement, 64 especes génomiques sont reconnues et sont
désormais classées en deux groupes : les espéces pathogenes (37 especes)
contenant toutes les especes de leptospires responsables d’infections chez
I’homme ou I’animal et les espéces saprophytes, au nombre de 27, qui incluent
les espéces retrouvées dans 1’environnement et pour lesquelles la virulence n’a
pas encore été prouvée (Vincent et al. 2019).

La classification phénotypique repose quant a elle sur la détection des
anticorps agglutinants induits par les antigénes des leptospires : plus de 300
sérovars ont ainsi été
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recenses. Parmi ces sérovars, certains possedent des déterminants antigéniques
communs, ce qui permet de les regrouper au sein de 25 sérogroupes.

Bien que sans correspondance avec la classification génomique, cette
classification sérologique est toujours employée en clinique car elle apporte une
information sur le sérogroupe impliqué dans la maladie qui peut étre associé a
une forme clinique particuliére et un pronostic. L’approche sérologique est
également utilisée en épidémiologie ou I’information du sérogroupe donne une
indication de la source bactérienne. Ces deux classifications ne se regroupent
pas et ni le sérogroupe ni le sérovar ne peuvent prédire 1’espéce a laquelle
appartient la souche, comme le montre le tableau | ci-dessous.

Sérogroupes Espéces

Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. kirschneri

Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L.santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Canicola L. interrogans, Linadai, L. kirschneri

Grippotyphosa L. interrogans, L.santarosai, L.kirschneri

Icterohaemorrhagiae | L. interrogans, L.weilii, L.inadai, L.kirschneri

Panama L. noguchii, L.inadai

Pomona L. interrogans, L.noguchii, L. santarosai, L.kirschneri

Pyrogenes L. interrogans, L.noguchii, L.weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii
Sejroe L. interrogans, L.weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri

Tableau 1 : especes de leptospires associées a un sérogroupe, d'apres Levett
(2001)

1.2.1. Contamination et n

La transmission de la maladie peut se faire par contact direct avec des
urines d’animaux excrétant les bactéries. Plus rarement, le sang peut aussi étre
une matiére virulente mais la bactériémie etant de faible durée, son role
épidémiologique reste anecdotique. Les fluides vaginaux des bovins peuvent
contenir des bactéries (Loureiro et al. 2017) ainsi que le sperme des taureaux
(Masri et al. 1997). Il pourrait donc également y avoir des risques de
transmission vénérienne et transplacentaire (Ellis 2015 ; Loureiro et Lilenbaum
2020). Une étude en 2016 a démontré la présence possible de leptospires dans le
lait et le tissu mammaire de rats (De Oliveira et al. 2016), mais cette voie n’est
pas retenue comme mode de transmission, les bactéries étant vite détruites
(Fratini et al. 2016). Néanmoins, la transmission est le plus souvent indirecte,
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par contact avec des eaux ou des sols eux-mémes contaminés par les urines
d’animaux infectés.

Quel que soit I’hdte, la bactérie pénetre dans I’organisme par le passage a
travers les muqueuses ou la peau Iésée. Aprés une période d’incubation variable
entre 3 et 20 jours, une bactériémie s’ensuit. Durant cette période, les leptospires
peuvent étre isolées dans le sang et dans la plupart des organes du corps (dont le
foie, la rate, les reins, le tractus geénital, les yeux et le systeme nerveux central)
ou elles se répliguent, mais aussi dans le liquide céphalorachidien. Cette phase
peut durer jusqu’a 7 jours. Aprés 10 a 15 jours, les anticorps circulants
deviennent détectables. Leur niveau est maximal trois semaines plus tard et peut
étre maintenus jusqu’a six semaines supplémentaires selon les espéces, apres
quoi ce niveau decline. Cependant, les anticorps persistent a long terme. Chez
beaucoup d’animaux, des titres faibles peuvent étre détectables pendant
plusieurs années aprés I’ infection (Ellis 2015 ; Grooms 2006)

Apreés la leptospirémie, les bactéries se logent dans les tubules proximaux
rénaux ou elles se multiplient et sont excrétées dans les urines. La durée et
I’intensité de cette excrétion urinaire sont variables selon I’espéce, 1’animal et le
sérovar infectant. Chez les bovins, une infection persistante des tractus genitaux
male et femelle par le serovar hardjo peut durer plus de 12 mois. Les pertes
vaginales peuvent donc aussi étre infectées et sources de contamination de
I’environnement (Leonard et al. 1992 ; Loureiro et al. 2017).

La pathogénie précise n’est pas clairement connue, mais il est supposé
que la présence de leptospires dans I’utérus et les oviductes des vaches infectées
pourrait interférer dans I’implantation de 1’embryon et entrainer la baisse de
fertilité  constatée (Grooms 2006). Chez des chiennes infectees
expérimentalement, les leptospires peuvent endommager I’endométrium et
initier une réaction inflammatoire et une expression anormale des protéines de la
matrice extracellulaire, ce qui menerait a une interruption du développement
embryonnaire (Wang et al. 2014). De plus, des études expérimentales sur des
embryons bovins ont montré que les leptospires peuvent traverser la zone
pellucide et envahir les cellules embryonnaires, ce qui abime les membranes
cellulaires et le cytoplasme (Bielanski et Surujballi 1998). Deux hypotheses sont
proposees pour expliquer les morts embryonnaires précoces et le repeatbreeding
: une inflammation de I'utérus qui empéche la survie de I’embryon ou son
implantation et une infection directe de I’embryon par les bactéries qui
I’endommagent.
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1.2.2. Symptomes

Les signes cliniques et leur sevérité sont variables selon les sérovars
infectants. Les bovins sont hétes de persistance pour le sérovar hardjo qui
entrainent peu de manifestations cliniques mais I’excrétion urinaire reste
importante et peut perdurer plusieurs annees (Ellis et al. 1986). Il existe
cependant des exceptions sous certaines conditions, comme chez les individus
naifs, immuno-déprimés, en fin de gestation, prématurés ou avec une infection
concomitante telle que le virus de la BVD. Parmi les signes cliniques décrits,
une baisse de la fertilité et de la production laitiere est courante. Les avortements
et la naissance de « veaux mous » peuvent résulter d’une infection par Hardjo
mais cela intervient généralement lorsque la vache est infectée pour la premiere
fois lors de la gestation. Le syndrome du veau mou — aussi appelé « Weak Calf
Syndrom » (WCS) — se manifeste par des veaux faibles a la naissance, avec un
poids peu élevé, sans réflexe de succion et pouvant mourir rapidement. Ces
avortements ont tendance a apparaitre de facon sporadique, a I’inverse des
sérovars pomona ou grippotyphosa qui créent plutdét des formes epizootiques
lorsque ces souches infectent un troupeau (Grooms 2006).

Les formes aigués sont peu communes. Les occurrences récemment
rapportées chez des jeunes animaux dans la littérature ont été associées au
sérogroupe Pomona au Brésil (Hamond et al. 2019) et aux serogroupes
Grippotyphosa et Australis en Belgique (Delooz et al. 2018).

Les signes cliniques incluent pyrexie, anémie hémolytique,
hémoglobinurie, ictere, méningite et mort. Chez les vaches en lactation, les
infections incidentelles sont souvent associées a de petites quantités de sang
dans le lait. La phase aigué lors d’infections cliniques par le sérovar hardjo est la
plupart du temps subclinique, a I’exception des vaches en lactation ou il peut y
avoir une baisse de la production laitiére, allant jusqu’a une agalactie. Ce
syndrome, appelé « milk-drop syndrom » est caractérisé par plusieurs signes :
une chute soudaine de la production laitiere, une mamelle flasque avec les
quatre quartiers atteints, 1’hyperthermie est variable et peut ne pas étre présente,
le lait est de couleur jaune, semblable au colostrum, avec des caillots, le taux de
cellules somatiques est important malgré I’absence des germes causant
habituellement des mammites (Ellis 2015). La plupart des animaux retournent a
une production normale en dix a quatorze jours avec ou sans traitement a
I’exception de ceux en fin de gestation qui peuvent se tarir. La proportion
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d’individus affectés peut varier de 1 a 50 %, selon I’immunité du troupeau et les
pratiques de gestion. Les formes épizootiques sont rares et les cas individuels
passent souvent inapercus sauf si la production laitiere est enregistrée tous les
jours lors de I’utilisation de robots de traite.

L’infection est le plus souvent associée a des signes cliniques frustes tels
qu’une baisse de la fertilité et des morts embryonnaires précoces. La maladie
évolue silencieusement et passe souvent inapergue ou n’est pas diagnostiquée,
ce qui compromet les performances reproductives et donc la productivité d’un
élevage pendant plusieurs années (Loureiro et Lilenbaum 2020). Les infections
asymptomatiques sont probablement fréquentes, comme le suggére ’enquéte a
I’abattoir de Fang et al., 2015, sur 146 bovins sains. 73 % des bovins étaient
seropositifs et 21 % des bovins avaient un portage renal ou urinaire. Cette etude
souligne également la forte disparité entre la séroprévalence et la prévalence
réelle de I’infection. Sur le plan économique, 1’infection par des leptospires
pathogenes a donc de graves conséquences : 1’infection persistante de 1’appareil
reproducteur entraine une baisse de la fertilité, et donc une augmentation de
I’intervalle vélage-vélage (Guitian, Thurmond, et Hietala 1999 ; Dhaliwal et al.
1996). Cette baisse de la fertilité, associee a des avortements, des naissances
prématurées, des veaux mous sont responsables d’importantes pertes
¢économiques, notamment dans le cas d’infections chroniques de leptospirose
bovine (Ellis 2015). Ces aspects cliniques indiquent que la leptospirose bovine
est une maladie de 1’appareil reproducteur, quelle que soit la souche infectante.
Suite a la description de bovins positifs par PCR dans les sécrétions vaginales et
négatifs dans les urines, Loureiro et Lilenbaum (2020) ont recemment suggeére la
distinction de deux syndromes le syndrome génital associé a un portage
bactérien utérin et le syndrome rénal associé a un portage rénal. La
reconnaissance de ces deux entités pathologiques permettrait d’améliorer la
détection des infections a I’avenir.

2. Agents pathogenes trés probablement associes a la métrite et a I'echec
de la reproduction :

Une étude sur les bactéries potentiellement pathogenes a été realisee par
Wang et al., 2013 en utilisant a la fois une méthode basée sur la culture et le
séquencage de I'ADN. Bactéries acidifiantes comme Lactobacillus, Pediococcus,
Les staphylocoques et les entérocoques étaient plus abondants chez les vaches
ayant développé une métrite post-partum. Toxines créées par d'autres bactéries,
par exemple une toxine de type Shiga, le SLT d'E. Coli, et la bactériocine
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pédiocine AcH/Pa-1, créée par Pediococcus acidilactici, semblaient également
avoir un effet négatif sur impacter I’appareil reproducteur. Ils ont conclu que la
prolifération de bactéries pathogenes aprés la parturition, en particulier E. coli,
contribue probablement au développement de la métrite chez les vaches
laitieres.

De plus, Rodrigues et al., 2015, ont comparé le microbiote vaginal de cing
sujets saines et de cinq malades. vaches présentant des signes de maladie de la
reproduction. lls ont constaté que les vaches malades présentaient beaucoup plus
bactéries potentiellement pathogenes et acidifiantes, telles que : Histophilus,
Lactobacillus, Victivalles, Fibrobacter et Bacteroides. Ces bactéries acidifiantes
peuvent étre nocives pour le canal vaginal en abaissant son pH, inhibant ainsi la
croissance d’autres bactéries bénéfiques. Autres études du GI chez les humains
et les animaux (Rodrigues et al., 2015 ; Runci et al., 2019) ont déterminé que
certains les genres bactériens seraient en compétition pour les éléments
nutritionnels clés, comme le fer. De telles bactéries peuvent donc étre
particulierement nocif pour le tractus vaginal. 1l s'agissait de : Protéobactéries
comme Histophilus et Acinetobacter, et Corynebacterium (Actinobacteria).
Headley et coll., 2014, a également decouvert qu'Histophilus-somni peut étre
associé a des avortements spontanés chez les bovins laitiers du Brésil.

Enfin, une étude de Diaz et al., 2019, a confirmé qu'Ureaplasma diversum
est particulierement toxique, avec un lien clair avec les maladies de la
reproduction chez les bovins. Cette étude approfondie a testé Ureaplasma
diversum a divers endroits dans les fermes et les abattoirs. Ils ont constaté que
64 % des vaches avec49 Les lésions GGV ont été testées positives pour ces
bactéries par rapport a celles sans lésions, 57 % avec une faible efficacite
reproductive a egalement été testée positive, contre seulement 18 % qui ont été
testés négatifs.1/4 des fermes présentant des taux d’avortement élevés ont
également été testées positives. Ureaplasma diversum était également répandu
dans le foie des foetus avortés. Toutes ces études semblent indiquer des liens
entre certains niveaux des bactéries potentiellement nocives et leurs effets
acidifiants sur le microbiome vaginal comme causes problémes de reproduction
tels que l'infertilité, la métrite ou la perte embryonnaire précoce.
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1. L'examen bactériologique de I’utérus :
La bactériologie est I’examen qui certifie la présence ou I’absence d’un
germe dans I’utérus.

1.1 Méthode d'examen vaginal

La difficult¢ réside dans Iinterprétation du résultat et dans Ia
discrimination des germes pathogenes ou opportunistes. 1l existe deux méthodes
qui permettent la mise en culture de prélévements utérins : le recueil d’un
fragment d’endometre par biopsie ou I’écouvillonnage de la paroi a ’aide d’un
coton.

1.2. Ecouvillon utérin

La vulve de chaque vache doit étre soigneusement désinfectée puis
I'écouvillon protége par une capsule stérile est inséré a travers le canal cervical
jusqu’a la lumiére utérine, guidé par la palpation transrectale. Une fois dans
I’utérus, 1’écouvillon, découvert de sa gaine protectrice est déplacé deux
centimetres en avant de la bifurcation des cornes et mis en contact avec
I’endométre utérin. Avant son retrait définitif, le coton est réintéegré dans sa
gaine protectrice. De facon stérile, I’écouvillon est placé dans un milieu de
transport amies avec charbon. Le transport vers le laboratoire ne doit pas
excéder une durée de 24 h.

1.3. Biopsie utérine

Tout en manipulant le col de I'utérus a travers le rectum, I’instrument
stérilisé est introduit par voie vaginale, a travers les replis du col puis,
successivement, a l’intérieur de chacune des cornes utérines, trois a cing
centimétres en avant de la bifurcation. La pointe est ouverte et, grace a la main
présente dans le rectum, le fragment de muqueuse est pressé a travers les dents
de la machoire de I'instrument qui se referment autour. Aprés extraction du
systeme, le prelevement est immédiatement placé dans une solution formolée
fixatrice et conditionné afin d’étre envoyé pour analyse microscopique a un
laboratoire d’anatomopathologie.

1.4. Culture au laboratoire

Chaque prélevement est ensemencé sur gélose au sang puis cultivé a 37°C
pendant 48 h en conditions aérobies et pendant une durée de sept jours pour
I’anaérobiose. Les bactéries sont identifiées selon les criteres suivants:
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caractéristiques morphologiques des colonies, coloration de Gram, morphologie
des bactéries, capacités d’hémolyse, profils biochimiques (syst¢eme API ;
BioMerieux, Marcy-L'étoile, France) et autres tests.

2. Intérét diagnostique de I'examen bactériologique

L’examen bactériologique permet de confirmer la présence ou non de
germes dans 1’utérus ou les écoulements. L'interprétation des résultats n'est
cependant pas des plus aisée. Cela dépend en effet de la méthode utilisée pour
prélever un échantillon, des conditions de stockage et d’envoi des prélévements,
de la capacité du laboratoire a faire 1’analyse demandée, de la présence en
guantité suffisante du germe dans le prélevement, de son association avec
d’autres germes pathogénes ou opportunistes, de son caractéere pathogene ou
opportuniste, du stade du postpartum ou encore de la pression d’infection
présente dans 1’exploitation. Ainsi, l'identification de E. coli le lendemain du
vélage augmente sensiblement la probabilité d'identifier Arcanobacter pyogenes
ou des anaérobies a Gram négatifs quatorze jours plus tard (Dohmen et al.,
2000). La présence d'Arcanobacter pyogenes est fortement correlée avec celle
des bactéries anaérobies a Gram négatifs.

A Dinverse, la présence d’E. coli et des Streptococci est négativement
correlée avec la présence d'Arcanobacter pyogenes (Dohmen et al., 1995 ; Miller
et al. ,1980 ; Studer et Morrow, 1978 ; Bonnett et al., 1991bc). La présence
d'Arcanobacter pyogenes contribue a augmenter la gravité et la duree de
I'endométrite (Dohmen et Loohuis, 1995). Le germe identifié peut également
dépendre du moment du préléevement au cours du postpartum (Sheldon et
Dobson, 2004).

3. Echec de la reproduction chez les vaches

Malheureusement, I’infertilit¢ et les problémes de reproduction
constituent des problémes majeurs dans I’industrie bovine. Dans un étude
réalisée en 2019, le Dr Ryon Walker, consultant en élevage a I'Institut de
recherche Nobel de L'Oklahoma a identifié 5 raisons d'échec reproductif qui
méritent une attention particuliere :

- Premiére cause : une mortalité embryonnaire précoce. Les taux de survie
chutent considérablement au cours de la progression de gestation chez la vache.
Au cours des 7 premiers jours, le taux de survie est de 95 %, mais au 28e jour, le
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taux de survie est de 95 %. le taux tombe a 70 % et au jour 42, il tombe a 62 %.
La raison de cette baisse spectaculaire n’est toujours pas compris.

- La deuxiéme cause d'infertilité est liée au pere. De nombreux taureaux sont
exclus de I'élevage examen de santé avant la saillie, puisqu'un taureau peut
engendrer jusqu'a 30 veaux par saison, car contre un veau par vache. Les
statistiques montrent qu'un taureau sur cing est sous-fertile, d'apres les tests
effectués. dans une population aléatoire (Nani et al., 2019). Une autre étude a
montré que les principales raisons pour lesquelles le taureau la sous-fertilite était
une faible libido et une qualité de sperme inférieure (Khatun et al., 2013).

- La troisieme cause est une mauvaise alimentation. Les vaches laitieres, en
particulier, ont des besoins énergetiques élevés liés au lait production, ce qui
peut compromettre sa capacité a soutenir un veau pendant la gestation. Une
vache est pauvre sa condition physique peut eégalement inhiber sa capacité a se
rétablir apres la gestation afin de reprendre cyclicite.

- La quatriéme cause d’échec de la reproduction est ’infection. Ceux-Ci sont
relativement rares, mais peuvent quand méme avoir des conséguences graves,
comme des mort naissances et des avortements. Certaines de ces infections
comprennent : Virus bovin diarrhée (BVD), rhinotrachéite infectieuse bovine
(IBR), brucellose, leptospirose et bien d'autres.

Enfin, la cinquiéme cause d’infertilité est le manque de planification ou
un mauvais timing. Les taureaux sont partis avec des vaches aussi une longue
période aura un impact sur la saison de mise bas. Par consequent, une partie du
troupeau peut mettre bas plus tard dans la saison, ce qui peut également avoir un
impact sur la viabilité du veau. ldentifier les raisons de ces probléemes de
reproduction est essentiel pour garantir le succes continu de I'industrie bovine.
La recherche sur le microbiote vaginal de la vache est donc essentielle, afin de
comprendre a la fois les circonstances qui I'affectent ainsi que leurs effets sur la
sante reproductive des leur héte.

4. Microbiote vaginal et utérin lie a la maladie chez les vaches en gestation
et en post-partum

L'inflammation ou l'infection présente dans l'utérus peut compromettre
I'état reproducteur d'un animal, comme l'ont montré de nombreuses études sur
les bovins laitiers et les bovins de boucherie (Wang et al., 2017 ; CasLuengo et
al., 2019).
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Une étude réalisée par Jeon et al. en 2018 a révélé que le microbiote utérin
se modifiait en fonction de différents traitements antibiotiques sur la mammite
chez les bovins laitiers et les bovins de boucherie. traitements antibiotiques sur
la mammite chez les vaches laitieres en post-partum. L'étude a été réalisée sur
44 vaches laitieres Holstein laitieres Holstein chez lesquelles une mastite a été
diagnostiquée et qui ont ensuite été réparties de maniere aléatoire dans trois
groupes différents. Le premier groupe a été traité avec du ceftiofur pendant 5
jours, le deuxieme groupe a recu de I'ampicilline trinydratée pendant 5 jours et le
troisieme groupe n'a pas ete traite. Les resultats ont montré que l'indice Chaol
était significativement (P<.05) dans tous les groupes du jour 1 au jour 6, tandis
gue l'uniformité a augmenté dans tous les groupes du jour 1 au jour 6, bien que
l'indice de Chaol ait été significativement réduit (P<.05).

L'uniformité a augmenteé dans tous les groupes du jour 1 au jour 6, bien
que le changement nait été significatif que dans les groupes traités par le
ceftiofur et les groupes non traités.

L'étude a démontré que les différents antibiotiques avaient des effets tout
aussi divers sur le microbiote utérin. 99,2 % des phyla bactériens trouves étaient,
du plus abondant au moins abondant, des Bacteroidetes, des Fusobacteria,
Firmicutes, Tenericutes et Proteobacteria. Les chercheurs ont constaté une
augmentation significative (P < 0,01) de I'abondance relative des Bacteroidetes.
I'abondance relative des Bacteroidetes et une diminution significative (P < .01)
de I'abondance relative des Tenericutes du jour 1 au jour 6 (Jeon et al., 2018).

Ils ont remarqué un schéma similaire dans les populations de genres :
Bacteroides, Porphyromonas et Prevotella au sein de I'embranchement des
Bacteroidetes, Helcococcus, Sporanaerobacter et Peptoniphilus au sein de
I'embranchement des Firmicutes, et enfin les Bacteroides, Porphyromonas et
Prevotella et le genre Campylobacter, une protéobactérie, ont augmenté de
maniére significative (P < .05), tandis que les genres Mycoplasma, un
Tenericutes, et Sneathia, une Fusobacteria, ont été significativement diminue (P
<.05) du ler au 6éme jour. Ils ont conclu que le groupe traité par le ceftiofur a
entrainé des changements significatifs dans la plupart des catégories, tandis que
le groupe traité par I'ampicilline a connu une évolution similaire a celle du
groupe non traité n'a pas eu d'impact significatif sur les changements du

microbiote (Jeon et al., 2009)
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Une étude réalisée par Moore et al. en 2019 a associé le microbiote utérin
au transcriptome utérin de vaches laitieres post-partum cyclées et non cyclées.
Leur hypotheése était que le transcriptome post-partum serait associé au statut de
cyclicité des vaches ainsi qu'au microbiote pendant l'involution utérine (Moore
et al., 2019). L'étude a utilisé 35 vaches en premiére lactation Holstein x Jersey
de race laitiere en premiére lactation. Trois échantillons d'endometre ont été
prélevés a 1, 5 et 9 semaines post-partum. Ces échantillons ont ensuite été
analysés par amplification de la région V4 du géne 16S ARNTr. Ils ont constaté
que les lectures étaient plus nombreuses au cours de la semaine 1 chez les
vaches qui ne pratiquaient pas la cyclicité par rapport aux semaines 5 et 9.
Quatre des OTU les plus significatives ont été trouvées : Bacteroidales S24-7,
Lachnospiraceae NK4A136, Clostridium sensu stricto 1, et Ruminococcaceae
UCG-005. Il a été noté que leur abondance relative combinée était plus
importante par rapport aux autres (Moore et al., 2019). 809 genes ont été
exprimes de maniere différentielle en comparant les échantillons de la semaine 1
aux échantillons des vaches non cyclées de la semaine 5 et des vaches cyclées de
la semaine 5. Les vaches de la cinquieme semaine de cyclicité présentaient une
régulation a la baisse des géenes de synthése des proteines ainsi que des fonctions
biologiques potentiellement nocives par rapport aux vaches de la cinquieme
semaine de cyclicité.

Des fonctions biologiques potentiellement nocives par rapport aux genes
des vaches non cyclées. En réponse a cela, les vaches de la semaine 5 de
cyclicité ont donc eu une régulation a la hausse dans d'autres voies ainsi qu'une
augmentation de certaines molécules cibles. 1489 genes ont été exprimes par les
vaches de la semaine 5 non cyclées lorsqu'on les a comparés aux genes non
cyclées.

L'article conclut que le microbiote peut jouer un rdle indirect dans le
rétablissement de la cyclicité chez les vaches, bien que des recherches
supplémentaires soient necessaires.

Une autre étude a adopté une approche différente et a comparé le
microbiote utérin et vaginal chez des vaches laitieres qui étaient au stade de
I'allaitement et des vaches laitieres qui étaient en train de développer une
endométrite post-partum. L'étude a emis I'hypothese que pendant et apres la
mise bas, les microbiotes utérin et vaginal se mélangent, ce qui peut étre une
cause d'infection et une fois que le vagin et l'utérus auront eu la chance de
revenir a la normale, ils seront différents chez les vaches saines par rapport aux
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vaches qui développent une endomeétrite post-partum. (Miranda-Caso-Luengo et
al., 2019). 97 vaches provenant de 3 fermes irlandaises difféerentes ont été
utilisées dans cette étude.

Des échantillons ont été prélevés en double sur l'utérus et le vagin de
chaque vache aux jours 7, 21 et 50 jours post-partum. Les échantillons ont
ensuite été séquencés en amplifiant les régions hypervariables V1 et V3 de
I'’ARNTr 16S. 26 des 97 vaches ont été diagnostiquées saines.

Ils ont constaté que plus l'abondance relative des OTU partagées dans le
vagin était élevée, plus la fréquence de détection dans l'utérus était élevée. En
corrélation avec cela, ils ont constaté qu'au 7e jour post-partum, les microbiomes
vaginaux et utérins qui ont ensuite développé une endométrite étaient plus
similaires a ceux des vaches saines. Ils ont noté qu'un retard dans la
differenciation des microbiotes utérins et vaginaux augmentait les risques de
dysbiose, ce qui rendait la vache malade aprées la mise bas.

Les 6 embranchements les plus abondants sont les Firmicutes, les
Bacteroidetes, les Fusobacteria, les Proteobacteria et les Tenericacteria,
Proteobacteria, Tenericutes et Actinobacteria. Chez les vaches malades, on a
observé une réduction significative du nombre d'OTU, de la diversité
bactérienne et de I'homogénéité des especes par rapport aux vaches saines.

Cette étude a également montré que les vaches en bonne santé
présentaient une plus grande quantité de Firmicutes, tandis que les vaches
malades presentaient une grande quantité de Bacteroidus. les vaches en
mauvaise santé présentaient une quantité élevée de Bacteroidetes. Enfin, il a été
remarqué qu'avec la perte de diversité dans le microbiome vaginal des vaches
malades.

Dans le microbiome vaginal des vaches malades, la présence d'OTU
dominantes du genre Streptococcus, Streptococcus et Bacteroidetes était plus
importante. (Miranda-CasoLuengo et al., 2019). Cette étude a montré I'impact
que les microbiotes utérin et vaginal ont l'un sur l'autre et comment leur
microbiote différencié est crucial pour la santé des vaches.

Les vaches en mauvaise santé semblent présenter une diminution des
bacteries, les bactéries dominantes émergentes prenant le controle du tractus
vaginal. Les chercheurs ont supposé qu'il était possible de rétablir un microbiote
vaginal sain et diversifié. A son tour, ce microbiote peut aider le microbiote
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utérin a se différencier également. Cela peut permettre d'éviter des obstacles
pendant la reproduction et peut aider a prévenir d'éventuelles maladies post-
partum.

5. Agents Pathogénes les plus susceptibles d'étre associés a la métrite et a
I'échec de la reproduction

Une étude sur les bactéries potentiellement pathogenes a été réalisée par
Wang et al., 2013 en utilisant a la fois une méthode basee sur la culture et le
sequencage de I'ADN. Bactéries acidifiantes comme Lactobacillus, Pediococcus,
Les staphylocoques et les entérocoques etaient plus abondants chez les vaches
ayant développé une métrite post-partum. Toxines créées par d'autres bactéries,
par exemple une toxine de type Shiga, le SLT d'E. Coli, et la bactériocine
pédiocine AcH/Pa-1, creée par Pediococcus acidilactici, semblaient également
avoir un effet négatif surl’appareil reproducteur. IIs ont conclu que la
prolifération de bacteries pathogenes apres la parturition, en particulier E. coli,
contribue probablement au développement de la métrite chez les vaches
laitieres.

De plus, Rodrigues et al., 2015, ont comparé le microbiote vaginal de cing
vaches saines et de cing malades. Ils ont constaté que les vaches malades
présentaient beaucoup plus des bactéries potentiellement pathogenes et
acidifiantes, telles que : Histophilus, Lactobacillus, Victivalles, Fibrobacter et
Bacteroides. Ces bactéries acidifiantes peuvent étre nocives pour le canal
vaginal en abaissant son pH, inhibant ainsi la croissance d’autres bactéries
bénefiques. Autres études du Gl chez les humains et les animaux (Rodrigues et
al.,, 2015; Runci et al.,, 2019) ont déterminé que certains genres bactériens
seraient en competition pour les éléements nutritionnels clés, comme le fer. De
telles bactéries peuvent donc étre particulierement nocif pour le tractus vaginal.
Il sagissait de : Proteobactéries comme Histophilus et Acinetobacter, et
Corynebacterium (Actinobacteria). Headley et coll., 2014, a également
découvert qu'Histophilus-somni peut étre associé a des avortements spontanés
chez les bovins laitiers du Brésil.

Enfin, une étude de Diaz et al., 2019, a confirmé qu'Ureaplasma diversum
est particulierement toxique, avec un lien clair avec les maladies de la
reproduction chez les bovins. Cette étude approfondie a testé Ureaplasma
diversum a divers endroits dans les fermes et les abattoirs. Ils ont constaté que
64 % des vaches avec Les lesions GGV ont été testées positives pour ces
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bactéries par rapport a celles sans lésions, 57 % avec une faible efficacité
reproductive a également été testée positive, contre seulement 18 % qui ont été
testés négatifs.1/4 des fermes présentant des taux d’avortement élevés ont
également été testées positives. Ureaplasma diversum était également répandu
dans le foie des foetus avortés. Toutes ces études semblent indiquer des liens
entre certains niveaux de bactéries potentiellement nocives et leurs effets
acidifiants sur le microbiome vaginal comme causes problémes de reproduction
tels que l'infertilite, la métrite ou la perte embryonnaire précoce.
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Chapitre 4 : Evolution de la recherche sur le microbiote et ses méthodes

1. L’évolution de la recherche sur le microbiote

Les premiéres preuves de la présence de micro-organismes dans le corps
ont été découvertes par Leeuwenhoek en 1676, lorsqu'il décrit les microbes
buccaux qui vivaient dans la bouche. Plus tard, au milieu des années 1880,
Theodor Escherich, un pédiatre autrichien, a découvert la preuve que les micro-
organismes vivent en symbiose chez I'homme. Il a comparé les bactéries
présentes dans les intestins d'enfants sains et malades souffrant de diarrhée. Ces
les bactéries ont ensuite ét¢é nommees Escherichia coli (Rogers, 2019).
Cependant, le terme « microbiome » était inventé en 2001 par le Dr Joshua
Lederberg, alors qu'il travaillait sur la génétique microbienne et les
renseignement (Goins, 2019). Ce terme est maintenant utilisé pour décrire le
matériel génetique de micro-organismes habitant un environnement spécifique,
tandis que le microbiote deécrit les micro-organismes vivre dans un
environnement particulier. Les ouvrages publiés avant 2001 ont utilisé les deux
termes de maniere interchangeable.

Bien que la recherche sur le microbiote ait progresse rapidement au cours
de la derniere décennie, son évolution a pris beaucoup de temps. plus longtemps,
et un large eventail de stratégies de culture variées sont encore utilisées, depuis
les méthodes de base basées sur la culture jusqu'aux milieux de différenciation
plus précis, en passant par le séquencage de I'ADN a l'aide de méthodes
sophistiqueées.

1. 1. Méthodes basées sur la culture

Des années d’expérimentation ont eu lieu avant que les scientifiques
puissent éetablir une méthode de culture fiable. Les premiers milieux de culture
utilisés étaient les cellules du coeur et du cerveau. Celles-ci n'étaient pas
sélectives, permettant ainsi la croissance excessive de micro-organismes
indésirables. Grace a d'autres experimentations, les scientifiques découvert que
la levure est un milieu beaucoup plus fiable et efficace, et qu'elle est encore
utilisée aujourd’hui (Bonnet et coll., 2019).

L'avenement de la boite de Pétri, avec son couvercle transparent qui
permettait aux chercheurs d'observer les la formation de colonies tout en limitant
la contamination, était révolutionnaire. Ensuite, des milieux de culture solides,
avec l'utilisation de gélatine et d'agar, a permis aux chercheurs d'observer la
croissance de cultures pures (Guthertz, 2017). Ensuite, les scientifiques ont
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enrichi ce milieu de croissance grace a I’ajout de sang animal. Cela a favorisé la
croissance de divers micro-organismes exigeants. (Russell et coll., 2006).

Enfin, les chercheurs ont déterminé que certaines cultures pouvaient étre
développées en régulant quatre parametres environnementaux. Ceux-Ci
comprenaient : le choix des nutriments, 1’atmosphére et I’humidité, température
et temps d'incubation optimaux (Bonnet et al., 2019). Cela a conduit a la
création de ou milieux différentiels, qui pourraient favoriser la croissance de
certains micro-organismes tout en inhibant la croissance des autres. Ce media est
cree grace a l'ajout de substances comme les substances organiques et
composants inorganiques et minéraux. Par exemple, le cristal violet est un
colorant qui aide a classer bactéries, car il inhibe la croissance des bactéries
Gram-positives. Les antibiotiques et les antiseptiques sont également utilisé pour
prévenir ou corriger la contamination des échantillons et diminuer la
prolifération rapide de bactéries commensales (Bonnet et al., 2019).

D’autres formes de contréle dans les médias sélectifs sont tout aussi
importantes. Par exemple, réglementer les parametres environnementaux, tels
que la température et les conditions atmosphériques, fournissent des
informations aérophiles ou conditions anaérobies basées sur des niveaux
d'oxygene variables (Stieglmeier et al., 2009). Entre-temps, la température est
essentielle lors du développement de cultures cellulaires pour cultiver et isoler
des bactéries intracellulaires : Les cellules de mammiféres doivent étre
conservées a 360°C, tandis que d'autres lignees cellulaires, généralement celles
d'amphibiens, de tiques, de moustiques, et le poisson, préférez 280C. (Stewart,
2012 ; Penzo-Méndez et al., 2012). Une troisieme méthode de contrdle consiste
a reguler le temps d'incubation, puisque la plupart des agents pathogénes se
développent sur 24 a 48 heures, tandis que les bactéries nécessitent un beaucoup
plus longtemps, jusqu'a cing jours (Dunn et al., 1997). Tous ces facteurs doivent
étre pris en compte pour pour fournir des conditions de croissance optimales
pour le micro-organisme souhaité en cours de culture.

1. 2. La réaction en chaine par polymérase (PCR)

La réaction en chaine par polymeérase (PCR) a été inventee en 1985 par
Kary B. Mullis, et ce processus révolutionné la recherche génétique. Cela a
permis aux scientifiques de faire des millions de copies d'un minuscule morceau
de L'ADN, ouvrant ainsi des pistes d'études connexes, telles que le diagnostic de
défauts génétiques, ou tests ADN comparatifs en criminologie. La PCR est
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¢galement trés utile dans I’étude de I’évolution, puisque il permet une étude
comparative d'échantillons vivants avec I'ADN de fossiles pouvant remonter a
des millions de ans (Butler, 2015).

La PCR fonctionne grace a la régulation de la température. Un thermocycleur
est programmé pour modifier le température de la réaction toutes les quelques
minutes. Tout d’abord, 1’échantillon est chauffé pour amplifier un segment de
L'ADN par dénaturation, qui le séparera en deux morceaux d’ADN simple brin.
Suivant, I'enzyme Tag polymérase est ajoutée pour construire un nouveau brin
d'ADN en utilisant ces simples brins comme modeles, pour créer une copie
exacte de I’original. Ces étapes seront répétées plusieurs fois, a travers un cycle
de dénaturation et de recuit, jusqu'a ce que des milliards de copies exactes soient
répliquees, en seulement un quelques heures. (Garibyan et Avashia, 2014).

1. 3. Séquencage de nouvelle génération (NGS)

Le séquencage de I'ADN est le processus par lequel la séquence de
nucléotides dans une section d’ADN peut étre déterminé. La premiere methode
de sequencage de I'ADN a été inventée par Frederick Sanger en 1977. elle est
restée la méthode privilégiee pendant les quarante années suivantes (Heather &
Chain, 2016). Suivant Le sequencage de genération (NGS), également connu
sous le nom de séquencage a haut débit, est un terme qui couvre un nombre de
technologies de sequencage modernes différentes. Ces technologies peuvent
séquencer I'ADN et ARN a un rythme trés rapide et beaucoup moins cher que la
technique de séquencage de Sanger. L'lllumina la méthode de séquencage de
nouvelle génération (NGS) est basee sur le séquencage par synthese (SBS), et
des terminateurs de colorant réversibles qui permettent I'identification de bases
uniques au fur et a mesure de leur introduction dans Brins d’ADN. Cette
méthode est devenue la plus répandue car elle est extrémement fiable. Un autre
La méthode, connue sous le nom de méthode de séquencage Roche 454, est
basée sur la détection de la libération de pyrophosphate, également par
fluorescence, similaire au séquencage Illumina. L'avantage de cette méthode est
qu'elle capacité a sequencer des lectures beaucoup plus longues que la méthode
Illumina. Une troisieme méthode est lon Torrent ou séquencage Proton/PGM.
Cette méthode ne repose pas sur des signaux optiques (ou fluorescence), puisque
il détecte la libération directe de protons lorsque I'ADN polymérase incorpore
individuellement des bases dans la chaine. (Heather et chaine, 2016).
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NGS peut analyser le séquencage génomique et transcriptomique a grande
échelle en raison de sa production a haut débit et de ses résultats au niveau de la
gigabase. Les plateformes NGS peuvent séquencer des millions, méme des
milliards de petits fragments d'ADN en parallele. Ces séquences sont ensuite
analysées a l'aide de bioinformatique, des programmes informatiques basés sur
une vaste bibliotheque numérigue personnalisée avec précision parameétres de
recherche. (Kulski, 2016). Les cliniciens explorent l'utilisation du NGS pour
aider a déterminer de minuscules mutations dans I’ADN telles que : des
substitutions, des insertions et des délétions.

The greatest hurdle in the widespread use of NGS sequencing is the cost
of the technology capable of the fast data processing and large storage capacity
required to run a sophisticated bioinformatics system, along with the specialised
training of staff able to analyse the resulting data. (Kulski, 2016)

1. 4. Séquencage de I'ARNYr 4.16S

Une autre fonction du NGS concerne la métagénomique, l'étude du
matériel génétique dérivé directement du environnement. Ceci s’applique
facilement a 1’étude du microbiote grace au séquencage du 16S.

Gene d'ARNr. Ce gene est unique aux bactéries, car il fait partie de la
petite sous-unité 30S d'une ribosome procaryote. Son analyse dure depuis des
décennies. Cependant, le haut debit le séquencage du géne complet est rare, car
il fait environ 1 500 paires de bases, et donc trop cher un programme. Par
conséquent, seules certaines régions sont séquencées a la fois, en fonction du
parametres de recherche spécifiques au chercheur. (Behjati et Tarpey, 2013). Ce
gene en particulier est utilisé dans la reconstruction des phylogénies, car elle est
hautement conservée. Il contient 9 régions hypervariables (V1 a VV9) qui codent
tous pour des choses différentes. Le degre de conservation varie
considérablement entre ces régions : les régions les moins conservees ont
tendance a montrer les genres et les especes, tandis que les plus les régions
conservées ont tendance a présenter une taxonomie de niveau Supérieur
(Johnson et al., 2019). Plateformes Illumina sont largement utilisés lors du
séquencage des bactéries. Cependant, Illumina ne peut lire que 75 a 250 paires
de bases. a la fois (Burk et Darling, 2016).

D'autres micro-organismes sont également facilement identifies grace au
séquencage 16s, notamment Archaea et Les eucaryotes aiment les champignons.
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Ces micro-organismes sont tous communément associés a divers problémes de
santé conditions chez les animaux, y compris les vaches laitiéres, et elles ont
également tendance a varier au cours de la gestation. Beaucoup les études, dont
la mienne, se concentrent sur la région V4 du gene, depuis son état semi-
conservé le rend idéal pour identifier les genres bactériens (Johnson et al.,
2019). Autres régions moins conservees se sont également revélées
informatives : par exemple, la région V3 a eté utile pour identifier diverses
pathogenes tandis que la region V6 s'est révélée la plus précise dans la
différenciation des especes (Chakravorty et al., 2007). Bien que certaines
recherches sur le microbiote se fassent encore par le biais de la culture
méthodes, beaucoup plus d'informations sont désormais disponibles via NGS,
qui s'ouvre rapidement les portes d’une meilleure compréhension du réle des
differents microbiotes dans leur relation symbiotique avec leur héte.
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Chapitre 4: le microbiome geénital

1. Définition du microbiome génital

Le terme microbiote englobe l'ensemble des micro-organismes qui
colonisent un emplacement spécifique, comprenant non seulement des bactéries,
mais également des champignons, des virus, des protozoaires et des archées
(Huttenhower ; 2012). Les vaches hébergent des bactéries dans leur utérus
méme avant le vélage et établissent un microbiome endomeétrial distinct dans les
20 minutes suivant le vélage. Le microbiome endométrial des vaches sans
endometrite et celles qui développent une endométrite sont similaires jusqu'au
moins le deuxieme jour postpartum. Cependant, l'abondance relative de
Bacteroidetes et de Fusobacteria est plus élevee et celle de Proteobacteria et
Tenericutes est plus faible chez les vaches qui développent une endomeétrite.
(Jeon, S. J. etal ; 2015).

De plus, le tractus génital de différentes especes, y compris les bovins,
contient un mélange de bactéries, de protozoaires, de champignons et de virus
(Lacroix, Desseyn ; 2020).. L'infection utérine résulte généralement d'infections
bactériennes mixtes, et les principaux agents pathogénes microbiens impliqués
comprennent Trueperella pyogenes (T. pyogenes), Fusobacterium necrophorum
(F. necrophorum), Bacteroides spp. et Prevotella spp. (Sheldon, I. M. & Dobson;
2004)., (Santos, T. M. A., Gilbert, R. O. & Bicalho; 2011).

2. Population microbienne du tractus génital

Les populations microbiennes de I'appareil genital sont hautement
variables et les genres Lactobacillus et Bacteroides sont les plus predominants
dans la flore vaginale des vaches et des vaches, respectivement Rodrigues, N. F.
et al. (2015).

L'utérus possede un microbiome unique, en particulier pendant la gestation,
lorsque le contenu cervical est isolé du contenu vaginal en raison du bouchon de
mucus cervical présent pendant cette période (Miller, E. A; (2016). Un intérét
important s'est développé pour le microbiote de I'appareil génital ces dernieres
anneées au sein de la communauté scientifique, car le microbiote génital est
considéré comme étant associé a l'infertilité ou aux maladies utérines.

3. Intérét du microbiome génital

Le microbiome genital a des fonctions importantes dans Iappareil
reproducteur feminin grace a une compétition microbienne différentielle. Les
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micro-organismes symbiotiques créent un biofilm qui compléte le mucus
cervico-vaginal, protégeant ainsi I'appareil génital de I'invasion par des agents
pathogenes (Tang, G.,G. C. & Mintz; 2008), (Swartz, J. D. et al; 2014).

De plus, les microbes commensaux produisent des molécules bioactives
telles que l'acide lactique et les especes réactives de I'oxygene qui inhibent la
prolifération des pathogenes (Tachedjian, C. S. & Cone; 2017).

Pendant la gestation, certaines especes de Lactobacilles conférent une
protection au feetus et sont également associées a un accouchement normal, chez
la femme (Romero, R. et al; 2014)

Certaines études récentes se sont concentrées sur d'autres aspects de la
fonction reproductive des bovins influencés par le microbiome génital, tels que
la production de phéromones et la signalisation semio-chimique sexuelle entre le
mal et la femelle (Esposito, G. et al ; 2020).

4. Les sources possibles de microbiomes génitaux chez les animaux

Bien que les microbes genitaux soient supposés provenir de
I'environnement ou de différents organes tels que le rumen, la peau, le rectum
ou les excréments, le vagin est considéré comme la principale source de
microfaune endomeétriale, en particulier pendant les périodes ou la lumiére
cervicale est moins restreinte durant ; I'eestrus, la reproduction ou la parturition
(Figure 1)

Le mucus vaginal est moins visqueux pendant ces périodes, permettant
a l'utérus détre colonisé par diverses bactéries, champignons, virus et
protozoaires d'origine vaginale (Lacroix, Desseyn ; 2020).. 1l est a noter que les
microbes peuvent egalement acceder a l'appareil génital par voie hématogene
(Jeon, S. J. et al ; 2017). Lors de la mise bas, les micro-organismes prévalant
dans I'environnement affluent dans l'utérus des vaches. Du point de vue
immunologique, ces microorganismes sont reconnus comme étant pathogenes
par le systeme de défense immunitaire de I'nte, induisant ainsi une réponse
pour éliminer les agents pathogenes. Typiquement, chez les bovins, il y a
activation du systeme de défense de I'h6te pour I'élimination des bactéries lors
de l'involution endométriale au cours des cing premieres semaines apres la mise
bas (Lin, Y. et al ; 2020).
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5. L'évolution de la flore bactérienne dans le tractus génital des animaux

Chez I'hnomme, l'altération de la diversité microbienne normale peut
entrainer une dysbiose, infertilitt ou des maladies génitales telles que la
candidose vulvo-vaginale (Adnane, M. & Chapwanya; 2022). (Dominguez-
Bello, M. G. et al ; 2010). Plusieurs études ont été menées sur la dysbiose du
tractus génital chez les animaux que nous détaillerons ultérieurement (Deng, F.
et al; 2019). (Elsevier ; 2009)

Dans ce chapitre, nous nous concentrons sur l'origine, la diversité et la
pertinence clinique de la microbiome et le risque de maladies utérines ou
d'infertilitt chez les bovins. Nous explorons également comment ces
informations peuvent étre utiles dans la réalisation de nouvelle stratégies
thérapeutiques en utilisant les probiotiques et les prébiotiques dans la lutte
contre les pathologies utérines.

Figure 5 : Origine du microbiote génital et facteurs pouvant affecter
I'abondance et la diversité de la population microbienne (Adnane, M. &
Chapwanya; 2022).

Le microbiote génital est hautement variable entre les espéces
(Huttenhower, C. et al; 2012). et les individus de la méme espece (Jeon, S. J. et
al ; 2015). Par exemple, chez les bovins, le microbiote génital est différent entre
les races Gyr, Nellore et Holstein (Lacroix, Desseyn ; 2020).

Le microbiote général du veau nouveau-né est similaire au microbiome
cutané de la mere en cas de césarienne (Sheldon, I. M. & Dobson; 2004)., et au
microbiome vaginal en cas de parturition naturel (Santos, T. M. A., Gilbert, R.
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O. & Bicalho; 2011). Les variations des concentrations d'hormones d'cestrogéne
et de progestérone pendant le cycle cestral influencent la croissance bactérienne
dans le systeme génital en favorisant certaines especes a différents moments
Rodrigues, N. F. et al. (2015).

Pendant la gestation, la quantité et la diversité bactériennes diminuent
tandis que I'abondance archéenne augmente dans le milieu vaginal (Miller, E. A;
(2016). Les microbiomes vaginal et utérin des vaches indemnes de métrite au
cours du premier mois postpartum sont similaires chez les vaches sans infections
utérines, mais différent de ceux avec des infections utérines (Galvao, K. N.,
Bicalho, R. C. & Jeon; 2019). La qualité et la quantité alimentaires périnatales
modifient le microbiome endométrial grace a l'apport de nutriments énergétiques
et protéiques (Tang, G.,G. C. & Mintz; 2008).

Le microbiome utérin entre 10 et 35 jours postpartum est similaire chez

les vaches non diagnostiquées avec une endométrite subclinique et celles qui
développeront une endométrite subclinique (Swartz, J. D. et al; 2014). Le
rumen, la peau, le rectum ou les matieres fécales (Tachedjian, C. S. & Cone;
2017). contribuent a [I'établissement du microbiote genital, tandis que
I'environnement (Romero, R. et al; 2014). et la thérapie antibiotique
intravaginale (Srinivasan, M., Adnane, M. & Archunan; 2021). peuvent
également altérer le microbiote endométrial au cours de la vie de la femelle.
Les déecouvertes révolutionnaires selon lesquelles le nouveau-né humain est
expose a des especes bactériennes diverses, provenant de sources différentes
selon le type d'accouchement, ont ouvert la voie a de nouvelles découvertes chez
les animaux (Dominguez-Bello, M. G. et al ; 2010).

6. La dynamique de microbiome de tractus génital
6.1. Le dogme classique

Selon le dogme classique, I'environnement endométrial est stérile, en
particulier pendant la gestation (Clark, W. A. & Stevenson, 1949). Il est
maintenant connu que lors de la mise bas, les microbes présents dans le lieu de
vélage peuvent acceder a l'utérus de la vache (Parkinson, 2009), (Sheldon,
2001). Pour identifier les especes bactériennes de contamination, les laboratoires
utilisent régulierement des tests microbiologiques basés sur la culture
bactérienne (Karstrup, 2017). Le probleme avec ce genre de teste, il ne permet
d’isoler et identifier que les bactéries cultivables. L'intérét croissant et rapide des
techniques de sequencage de genes signifient que des données de microbiome
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plus détaillées et précises sont maintenant facilement disponibles. Les résultats
obtenus lors de l'utilisation des méthodes de séquencage révelent que l'utérus des
bovins, n’est pas stérile et contient une microflore dynamique (Karstrup, 2017),
(Singh; 2009).

Méme pendant la gestation, lorsque le bouchon cervical est présent, ce qui
isole la microbiome vaginale de celle de l'utérus, l'utérus des bovins contient une
microbiome unique pendant la gestation . (Karstrup, 2017),

6.2. Les espéces bactériennes du tractus génital

Chez les bovins et les moutons, les phyla les plus courants dans le tractus
génital sont les Bacteroidetes, les Fusobacteria et les Proteobacteria (Swartz, J.
D. et al; 2014). Au niveau des genres, Aggregatibacter spp. et Streptobacillus
spp. eétaient les plus abondants. Fait intéressant, pour les populations
microbiennes prédominantes dans le tractus genital humain, les Lactobacillus
spp., étaient présentes dans 80% et 90% des échantillons vaginaux de brebis et
de vaches, respectivement (Miller, E. A; (2016), (Swartz, J. D. et al; 2014).

7. Diversité du microbiote géenital
7.1. Vagin

Les vaches sans infections utérines ont dans le vagin 15 taxons,
principalement Bacteroides (28,3%) et Enterobacteriaceae (17,8%), ainsi que
Victivallis (7,2%), Streptococcus (6,1%), Phyromonadaceae (5%), Alistipes
(3,9%), Coriobacteriaceae (3,3%), Clostridium (3,3%), Betaproteobacteria
(2,8%), Corynebacterineae (2,8%), Cytophagaceae (2,8%), Oscillibacter (2,8%),
et Planctomycetaceae (2,8%). (Rodrigues, N. F. et al ; 2015).

Les vaches atteintes de maladies de la reproduction, comme I’écoulement
vaginal purulent ont un microbiome vaginal plus diversifié contenant 68 taxons,
dominé par Bacteroides (35,83%), Enterobacteriaceae (18,62%), Histophilus
(8,79%), Alistipes (4,34%), Flavobacteriaceae (1,77%), Victivallis (8,49%),
Coriobacteriaceae (2,44%), Streptococcus (2,09%), Barnesiella (2,03%), et
Oscillibacter (1,24%) (Rodrigues, N. F. et al ; 2015).. Les résultats d'une autre
étude ont indiqué que les Enterobacteriaceae non classées (21,05%), Ureaplasma
(4,37%), et Bacteroidaceae non classées (2,49%) étaient les plus prédominants
17. Au niveau d’embranchement, les Tenericutes (36%), Proteobacteria (30%),
Fusobacteria (7,6%), et Firmicutes (1,8%) étaient les plus abondants (Messman,
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2020). Dans l'étude de Deng et al. (2019), les Firmicutes (31,57%),
Proteobacteria (24,08%), Bacteroidetes (12,96%), et Tenericutes (4,95%) étaient
les plus prévalents dans le vagin. Une comparaison des résultats de ces deux
études récentes révele que les proportions des populations microbiennes
prédominantes different significativement entre les individus.

7.2. Utérus

Il est maintenant connu que les vaches ont un microbiome naturel dans
I'utérus pendant la période de gestation (Karstrup, 2017), (Moore, 2017). Bien
gue les microbes utérins proviennent principalement du vagin, et dans un degré
de la peau et du tube digestif, ce microbiome n'est pas aussi diversifié que celui
du vagin (Sheldon, 2019). Les bactéries sont toujours présentes dans l'utérus. F.
necrophorum, Porphyromonas Levii et T. pyogenes ont été détectés chez les
vaches en gestation (Karstrup, 2017). De maniére intéressante, des microbes
opportunistes, tels que Histophilus et Mycoplasmataceae, peuvent devenir
pathogenes (van der Burgt, 2007), (Nicholas; 2008). De plus, l'abondance
bactérienne dans l'utérus avant le vélage n'est pas associée a une inflammation,
ce qui est indicatif d'une plus grande tolérance microbienne pendant la gestation.
(Galvao, K. N., Bicalho, R. C. & Jeon; 2019).

8. Les facteurs affectant la diversité du microbiome génital

Le microbiome génital change au cours de la vie de la femelle. Les
populations microbiennes dans les voies geénitales des animaux sont
naturellement sélectionnées en raison de différentes fonctions symbiotiques. Par

exemple, chez les vaches, les Lactobacilles utilisent leurs petites extensions
membranaires, c'est-a-dire les fimbriae, pour adhérer a la muqueuse génitale 50.
De méme, le tissu vaginal est riche en collagene, une source précieuse de
nutriments pour Aggregatibacter spp. (Tang, G.,G. C. & Mintz; 2008), (Ulrich,
D. et al; 2014).

Il existe également d'autres facteurs qui affectent la diversité du
microbiome génital, certains étant spécifiques a la phase du cycle reproductif
feminin, et dautres étant extrinseques tels que la nutrition. De maniére
intéressante, le microbiome vaginal pourrait avoir été originaire du microbiome
intestinal d'un point de vue évolutif, car il existe des similitudes marquées entre
la population microbienne des deux parties anatomiques.
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Il semble que cette similarité microbienne est due au fait que le vagin et
I'anus sont juxtaposés et que les matieres fécales sont souvent en contact avec la
vulve (Moore, 2017).

Cependant, nos pensées prédominantes actuelles sont que le microbiome
génital du nouveau-né provient initialement du tissu maternel qui est en contact
avec le nouveau-né apres la mise bas, comme décrit précédemment dans ce
chapitre. Le microbiome génital subit ensuite plusieurs changements au cours de
la vie de la femelle sous l'effet de nombreux facteurs, notamment la
contamination par le microbiome d'organes proches tels que le tractus gastro-
intestinal.

Des déecouvertes recentes soutiennent notre hypothése (Deng, F. et al;
2019). (Figure 1). Lorsqu'il y a eu une comparaison des changements de la
population microbienne dans les échantillons de matiéres fecales et vaginaux
prélevés avant la mise bas et a différents stades de la période gestationnelle, la
diversité microbienne fécale était la méme, mais le microbiome vaginal a change
de maniére dynamique a différents stades de la période gestationnelle.

8.1. Facteurs intrinseques

Il est supposé que la variation individuelle des espéces microbiennes dans
le tractus génital des bovidés ait des effets sur la fertilité de la femelle 44. Cette
variation pourrait étre expliqguée comment certains animaux développent une
résistance et d'autres sont infectés par des maladies utérines. De telles
differences sont supposées étre courantes chez d'autres mammiféres, y compris
les humains (Figure 1) (Huttenhower, C. et al; 2012).

8.1.1.Espeéces

Le microbiome génital est diversifié chez les especes animales et
également entre les individus, ce qui perturbe la régulation des hormones de
reproduction (Figure 1) (Swartz, J. D. et al; 2014). Par exemple, dans deux
études distinctes utilisant soit des vaches atteintes d'endométrite, soit celles a qui
on avait administré du lipopolysaccharide bactérien (LPS), les concentrations
d'estradiol étaient plus faibles et la période jusqu'a I'ovulation était relativement
prolongée pendant la phase folliculaire du cycle reproductif (Sheldon ; 2002),
(Williams ; 2007)
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Les microbiomes vaginaux des bovins étaient composés d'une grande
abondance d'Enterococcus spp, de Staphylococcus spp. et de Streptococcus spp.,
ce qui differait du microbiome vaginal des brebis ou il y avait une prédominance
de Bacillus spp., Corynebacterium spp., Escherichia spp., Staphylococcus spp.
Et Streptococcus spp. (Otero ; 1997), (Manes ; 2010).

De point de vue d’embranchement, les microbiomes génitaux chez les
vaches et les brebis étaient composés principalement de Proteobacteria,
Fusobacteria et Bacteroidetes. Au niveau des genres, Aggregatibacter spp., et
Streptobacillus spp., étaient les especes les plus prédominantes (Swartz, J. D. et
al; 2014). Bien que les Lactobacilles soient détectés chez 80% des brebis et 90%
des vaches, la population microbienne totale est moins abondante, ce qui conduit
a un environnement vaginal presque neutre par rapport a lI'environnement acide
chez les vaches ou il y a une grande population de Lactobacilles (Swartz, J. D. et
al; 2014). En plus des Lactobacilles, les vaches et les brebis partagent plusieurs
genres, principalement Sneathia spp. Porphyromonas spp. et Prevotella spp.,
(Miller, E. A; (2016), (Swartz, J. D. et al; 2014), Un faible ratio
Firmicutes/Bacteroidetes est un indicateur précoce des vaches qui développeront
ultérieurement une endométrite postpartum (Miranda-CasoLuengo, R. et al;
2019).

8.1.2. Race

Chez les bovins Gyr, une race laitiére courante dans les pays d'’Amérique
du Sud tels que le Brésil, le microbiome vaginal est enrichi en bactéries et en
champignons, tandis qu'il y a une petite population darchées (Figure 1)
Giannattasio-Ferraz, S. et al ; 2019). Parmi les bactéries, les embranchements
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria et Actinobacteria ont été les plus
fréeguemment détecteés. Les genres fongiques les plus fréquemment détectés
étaient Mycosphaerella et Cladosporium. Bien que les archees étaient en faible
abondance, le genre Methanobrevibacter était le plus abondant.

Chez la race viandeuse Nellore, le microbiome vaginal est principalement
composé de Firmicutes Bacteroidetes, Proteobacteria et jusqu'a 20% de bactéries
non classées (Laguardia-Nascimento, 2015). Mycosphaerella était le genre
fongique le plus abondant, tandis que Methanobrevibacter était le genre archéen
predominant. Chez les bovins Holstein Friesian, la race la plus ubiquiste en
matiére de production laitiére en Afrique du Nord, en Europe et aux Etats-Unis,
le microbiome vaginal était principalement composé des embranchements
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Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria et Bacteroidetes. D'autres bactéries ont
été détectées en quantités plus petites, telles que les Actinobacteria et les
Spirochaetae.

8.1.3. Mode de mise bas

Le type de parturition est I'un des principaux facteurs affectant la diversité
du microbiome génital (Dominguez-Bello, M. G. et al ; 2010). Le microbiome
général du nouveau-né est similaire au microbiome cutané maternel si la mise
bas est faite par césarienne et similaire au microbiome vaginal s’il s’agit d’une
mise bas naturel (Figure 1). Les communautés bactériennes établies tot
fournissent une protection contre les bactéries pathogenes qui peuvent étre des
agents infectieux pour le nouveau-ne.

Alors que le vagin maternel est la principale source de microbiome naturel, un
microbiome néonatal unique est établi peu de temps apres la mise bas avec des
microbes provenant d'autres sources. Par exemple, en cas de césarienne, le
nouveau-né a une prevalence plus élevéee d'infections cutanees a Staphylococcus
aureus (S. aureus) résistant a la meticilline (MRSA) (64-82 %) par rapport aux
nouveau-nés d’une mise bas naturel (Dominguez-Bello, M. G. et al ; 2010).
(Barba, M. et al; 2020).

8.1.4. Cyclicité cestrale

Les cycles cestraux chez les bovins sont régulés par des changements de
concentration hormonale avec des concentrations relativement plus élevées
d'cestradiol pendant le pro-cestrus et 1'cestrus et des concentrations relativement
plus élevées de progestérone pendant le mét-cestrus et le di-cestrus, ayant des
effets considérables sur le pH vaginal chez les mammiferes (Gorodeski, 2005),
(Perry, G. A. & Perry, 2008).

Les microbes sont tres sensibles au milieu acide ; par consequent, il est
supposé que lorsqu'il y ait des concentrations plus élevées d'cestradiol, il y aura
des effets sur le microbiome dans le milieu génital de certaines espéces, avec des
effets variant en fonction des concentrations d'eestradiol (Figure 1).

Les résultats d'une étude récente ont indiqué que les populations de Bacteroidete
spp, Histophilus somni, Actinobacillus seminist et Fusobacterium non classés
augmentent lorsque les concentrations d'cestradiol sont relativement plus faibles
dans le milieu vaginal (Messman, 2020). Lorsqu'il y a des concentrations

43



Chapitre 4: le microbiome geénital

d'cestradiol relativement plus élevées dans le milieu vaginal, les Pasteurellaceae
non classées sont les bactéries les plus prédominantes dans le vagin. De méme,
lorsque les concentrations de progestérone sont plus élevées, les populations
microbiennes dans le vagin sont relativement plus grandes (Laguardia-
Nascimento, 2015), (Otero, C. et al; 1999).

8.1.5. Gestation

Pendant la période de gestation, il y a une faible diversité microbienne au
niveau vaginal et une plus grande population archéenne 44. Les especes
bactériennes présentes dans le vagin pendant la période de gestation sont moins
diverses en raison de la concentration relativement élevée de progestérone qui
entraine la suppression de la population microbienne vaginale (Figure 1) (Otero,
C. et al; 1999). La population microbienne relativement faible dans le vagin
pendant la période de gestation pourrait entrainer un risque accru de dysbiose et
d'avortement.

8.1.6. Postpartum

Une grande variation entre les individus a été signalée dans le microbiome
utérin des vaches sans infection utérine au cours du premier mois postpartum
(DPP) (Pascottini, O. B. et al; 2020), (Miranda-CasoLuengo, R. et al ; 2019). La
diversité bactérienne étant similaire chez les vaches sans inflammation utérine et
celles avec inflammation utérine a 10, 21 et 35 JPP; cependant, le microbiome
utérin était nettement différent entre les deux groupes (Figure 1) (Pascottini, O.
B. et al; 2020) Sur la base des résultats d'une analyse métagénomique de
prélevements utérins prélevés trois fois au cours des 35 premiers JPP, le
microbiote utérin des vaches sans inflammation utérine était principalement
composé de Porphyromonas, Bacillus, Schlegelella, Paracoccus et
Fusobacterium (Pascottini, O. B. et al; 2020) Les microbiomes vaginaux et
utérins des vaches sans inflammation utérine au cours des 50 premiers JPP
étaient similaires et hautement enrichis en Firmicutes (Miranda-CasoLuengo, R.
etal ; 2019).

Cette découverte peut s'expliquer par le fait que peu de temps apres le
vélage, la lumiere cervicale est moins constrictif, ce qui entraine un mélange du
milieu vaginal et utérin avec un mouvement de ces contenus dans tout le tractus
reproductif. Nous émettons I'nypothése que chez les vaches sans inflammation
utérine, le microbiome genital n'est pas contaminé lors du vélage par le
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microbiome externe ou du moins n'est pas affecté pendant une période
prolongée apres le vélage. Une comparaison du microbiome génital des vaches
gestantes avant le vélage rétrospectivement avec celles qui développent une
endométrite aprés 21 JPP par rapport a celles qui continuent a avoir un utérus
non infecté a révélé que le microbiome génital avant le vélage était similaire au
microbiome vaginal des vaches en bonne santé qui n'ont pas développé
d'infections utérines ultérieurement a 21 JPP (Miranda-CasoLuengo, R. et al ;
2019).

8. 2. Facteurs extrinseques
8.2.1. Nutrition

La population microbienne de l'utérus des vaches laitieres pendant la
période postpartum est affectée par la qualité de I’alimentation, en particulier la
teneur en énergie, autour du moment de la mise bas (Figure 1). (Esposito, G. et
al ; 2020).

Les vaches qui ont recu 80% des besoins énergétiques ont présenté une
inflammation utérine, et les especes prédominantes du microbiome utérin étaient
Bacteroidetes et Fusobacteria . Une comparaison du microbiome utérin avant et
apres la mise bas chez les vaches qui ont développé une métrite avec celles qui
n'ont pas contracté de métrite a indiqué que les vaches atteintes de métrite
avaient principalement des Bacteroides et des Fusobacteria et une faible
abondance de Proteobacteria et Tenericutes, ce qui était nettement différent de
celles qui n‘avaient pas de métrite (Galvao, K. N., Bicalho, R. C. & Jeon; 2019).

Par conséquent, la nutrition affecte le microbiome genital par la
modulation du métabolisme général et des fonctions immunitaires et augmente
le risque de dysbiose et infections genitales.

8.2.2. Pathologies génitales
8.2.2.1. Endométrite

Il est intéressant de noter que les vaches atteintes d'endometrite
subcliniqgue ont un microbiome utérin similaire a celui des vaches sans
inflammation utérine entre 10 et 35 JPP; cependant, les vaches atteintes
d'endométrite clinique présentaient une composition de microbiome différente
par rapport aux deux autres groupes (Figurel) (Pascottini, O. B. et al; 2020).
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Les vaches atteintes d'endométrite clinique ont une diversité bactérienne
réduite caractérisée par une plus grande prévalence de Fusobacterium et
Trueperella associée a une moindre abondance d'Escherichia, Shigella,
Lactobacillus, Prevotella, Schlegelella et Streptococcus par rapport aux vaches
sans inflammation utérine et a celles avec une endométrite subclinique
(Pascottini, O. B. et al; 2020), (Miranda-CasoLuengo, R. et al; 2019). Ce
dernier groupe présentait une prévalence relativement plus élevée
d'Anaerococcus, Corynebacterium et Staphylococcus par rapport aux vaches
atteintes d'endométrite clinique.

La population microbienne de I'utérus et du vagin a 7 JPP est associée au
risque de deévelopper une endométrite clinique apres 21 JPP (Miranda-
CasoLuengo, R. et al ; 2019). Le microbiome vaginal a 7 JPP chez les vaches
atteintes d'endométrite est fortement enrichi en Bacteroides, Helcococcus et
Fusobacterium, contrairement aux vaches sans inflammation utérine ou les
Firmicutes sont les plus prédominants. Les comparaisons des microbiomes
utérins et vaginaux chez ces animaux ont indiqué qu'a 7 JPP, la composition
microbienne est similaire entre les deux compartiments, mais cette similitude est
moins importante entre 21 et 50 JPP (Miranda-CasoLuengo, R. et al ; 2019). Ces
résultats confirment que le microbiome génital des vaches a risque de
développer une endométrite n'est pas completement établi pendant le premier
mois postpartum, contrairement aux vaches sans inflammation utérine ou les
microbiomes utérin et vaginal sont bien établis des le septiéme jour postpartum
(Miranda-CasolLuengo, R. et al ; 2019).

8.2.2.2. Métrite

La métrite, qui se manifeste par une inflammation marquee de I'endometre
et du myometre peu de temps apres le vélage et avant le 21éme JPP, est
caractérisée par une quantité relativement plus faible de microbiome vaginal et
une abondance relative plus élevée de Bacteroides, Porphyromonas et
Fusobacteriu (Galvao, K. N., Bicalho, R. C. & Jeon; 2019), (Sheldon; 2008). De
méme, les vaches atteintes de métrite ont un microbiome utérin nettement
enrichi en F. necrophorum, Porphyromonas levii et Prevotella melaninogenica
par rapport aux vaches sans métrite (Cunha, F. et al ; 2018).

E. coli est une autre bactérie intéressante détectée tot postpartum chez la
plupart des vaches, car la présence de ce microbe est importante pour le
développement de F. necrophorum, ce qui conduit a la metrite, tandis que cette
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derniére bactérie est souvent détectée en association avec T. pyogenes dans le
cas d'endométrite (Galvao, K. N., Bicalho, R. C. & Jeon; 2019), (Bicalho, 2012).

Chez les vaches atteintes d'une atrophie vaginale légére ou modérée, la
population microbienne vaginale a tendance a étre principalement composée
dagents pathogénes invasifs, principalement Streptococcus et Prevotella
(Brotman, R. M. et al ; 2014).

Les microbiomes des bovins diagnostiqués avec une vulvovaginite nécrotigue
(BNVV), par rapport a ceux qui n'ont pas été diagnostiques avec BNVV, sont
caractérisés par une diversité microbienne relativement élevée et une grande
abondance de Bacateroidetes (Shpigel, N. Y. et al ; 2017).
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Chapitre 6 : Stratégies de manipulation de microbiote et leurs impact sur le
microbiote vaginal

1. Intervention et supplémentation

Compte tenu de la littérature croissante reliant la dysbiose et les agents
pathogénes aux faibles taux de gestation et aux échecs de gestation, de
nombreuses entreprises et chercheurs préconisent 1’utilisation de la
supplémentation comme type de manipulation du microbiote pour de nombreux
usages. Ajouter des probiotiques et des prébiotiques a l'alimentation du beétail
pour augmenter la production de lait et faciliter la digestion est désormais
monnaie courante. Des recherches sont en cours pour élargir ces schémas de
supplémentation pour cibler le microbiote vaginal, dans 1’espoir de prévenir la
dysbiose et maladies connues, telles que la métrite, qui affectent les taux de
gestation.

La plupart des stratégies de manipulation du microbiote impliquent une
forme d’enrichissement du microbiome natif grace a une supplémentation en
bactéries bénéefiques. Ceci est fait dans le but de corriger tout dysbiose du
microbiote. Deux formes de cette manipulation sont I'utilisation de probiotiques
et prébiotiques. Un autre aspect de la manipulation consiste a inhiber de maniere
ciblée les bacteries pathogenes.

Grace a [l'utilisation d'antibiotiques. La plupart des stratégies de
manipulation se sont concentrées sur le microbiote intestinal. de nombreux
régimes de suppléments probiotiques et prébiotiques sont facilement
disponibles. Certains chercheurs ont pris ces résultats et les a appliqués au
microbiote vaginal pour observer si de tels supplémentation peut améliorer la
santé reproductive des vaches. (Otero et al., 2006) Le développement d’une
stratégie fiable peut étre essentiel pour améliorer les taux de fertilité des vaches
en maintenant un microbiome sain.

1. 1. Probiotiques

Les probiotiques sont des microbes vivants qui peuvent avoir de
nombreux bienfaits pour la santé lorsqu'ils sont consommés ou appliqués sur le
corps. lls peuvent étre trouves naturellement dans les aliments fermentés comme
le yaourt et le kimchi, ou peuvent étre pris sous forme de supplément. Ils sont
également utilisés dans les produits de beauté, car ils sont ajoutés a de nombreux
hydratants. Les probiotiques peuvent faciliter la digestion des aliments ou
détruire les cellules responsables de maladies, et peuvent méme produire des
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vitamines. Ils interagissent avec le microbiome intestinal en produisant des
métabolites ou cellules spécifiques. Y compris les SCFA (acides gras a chaine
courte). lls peuvent améliorer la barriére intestinale et réduire 1’inflammation
grace a leurs interactions et sécrétions (Wieérs et al., 2019). les Probiotiques
contiennent une variété de micro-organismes différents. Les plus courants pour
la consommation humaine sont Lactobacilles et bifidobactéries, utilisés pour
soulager les symptomes du SCI et favoriser la santé intestinale.

Les bienfaits des lactobacilles sont considérables, car ils peuvent
également aider a synthétiser des vitamines comme B2, B11 et K (Gu et Li,
2015). La levure est egalement un probiotiqgue majeur, comme Saccharomyces
boulardii, souvent utilisé pour soulager la diarrhée (Rezac et al., 2018). Les
probiotiques peuvent également améliorer I'immunité pour agir comme une
défense contre les maladies et les agents pathogenes.

Etant donné le succés des lactobacilles et d'autres bactéries acidifiantes
dans le maintien d'un intestin sain et microbiome vaginal chez I'hnomme, les
chercheurs ont tenté de créer un probiotique similaire a utiliser dans bétail.
Otero et al., une étude basee sur la culture publiée en 1999, avait pour objectif
de concevoir une probiotique a usage vétérinaire chez les vaches pour rétablir un
microbiome vaginal optimal. Des échantillons collectés pendant les phases
proestrus, oestrus, metestrus et diestrus au cours de deux cycles en 15 génisses
Nellore Hereford. Ils ont constaté qu'un nombre total d'aérobies et d'anaérobies
facultatifs a été maintenue a 102 et 105 UFC par échantillon pendant le cycle
cestral. Des lactobacilles étaient présents en faible nombre dans les 3 phases tout
en augmentant légérement pendant la phase cestrale. Avec 100 et 102
UFC/échantillon sur tout le cycle. Sur les 34 familles de Lactobacilles, la plupart
étaient hétérofermentaire. (Otero et al., 1999) De méme, les entérocoques étaient
a leurs niveaux les plus élevés pendant la phase d'oestrus et légerement plus
faible dans les trois phases restantes. Cependant, c'était une valeur plus élevée
que celle des lactobacilles a 102 et 104 UFC/échantillon tout au long du cycle.
(Otero et coll., 1999).

Des niveaux ¢élevés de ces bactéries pendant la phase cestrale
coincideraient avec l'augmentation de cestrogénes pendant I'cestrus, comme le
montre I'étude hormonale de Parish et al., 2016, car les niveaux accrus de les
cestrogenes inhiberont la croissance de diverses bactéries tout en permettant a
quelques-unes de rester. Donné leurs résultats, les chercheurs ont suggeéré que le
développement d'un probiotique contenant des brins précis des Lactobacilles et
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des entérocoques pourraient contribuer au traitement thérapeutique du tractus
génital face a les infections chez les vaches laitieres en post-partum (Otero, et
al., 1999).

Le groupe Otero a poursuivi ses recherches pour développer une souche
de probiotiques pour vaches contenant souches de Lactobacilles. Leurs résultats
confirment que la création d'acide lactique par les lactobacilles est un agent
antimicrobien efficace contre les bactéries pathogenes associées aux « infections
aigués (E. coli bovine) » et endomeétrite chronique (Act. Pyogenes) chez les
vaches. (Otero et al., 2006) Tous leurs tests ont commencé in vitro, et certaines
expériences de laboratoire sur des souris étaient prometteuses. Les expériences
réelles sur les vaches n‘ont pas encore été tenté. Ils sont toujours a la recherche
de la variété la plus efficace et la plus résistante qui puisse adherer aux cellules
épithéliales vaginales bovines tout en étant facilement neutralisé une fois
souhaité des effets inhibiteurs sont obtenus.

Une autre étude réalisee par Adjei-Fremah et al., 2018, a remarque que les
probiotiques augmentaient la production de lait et gain de poids chez les vaches
et les veaux, et a eu des effets bénéfiques similaires sur d'autres ruminants.
L’utilisation des lactobacilles et autres bactéries productrices d'acide offrent une
protection contre les infections entériques. Ils favorisent également I’utilisation
de suppléments contenant a la fois des bactéries et des levures « comme
probiotiques multi-souches ». ou un effet a large spectre contre les infections.
(Adjej-Fremah et al., 2018)

Pourtant, une étude de Zawistowska-Rojek et al., 2018, indique que des
recherches supplémentaires doivent étre meneées sur les effets a long terme de
I’utilisation de probiotiques. Les chercheurs ont remarqué que les micro-
organismes utilisés comme probiotiques peut en fait provoquer une infection et
perturber le métabolisme. De plus, une étude réalisée par Uyeno et al., 2015,
recommande la prudence dans I'utilisation de ces probiotiques et prébiotiques,
en particulier chez les sujets en bonne sante.

Les vaches et les veaux. Bien qu'ils aient été attribués a une augmentation
de la production de lait et & une prise de poids, les effets secondaires d’une
utilisation a long terme n’ont pas été enticrement évalués, pas plus que les
souches précises de microbiote efficace pour I’utilisation des probiotiques a été
déterminé. Les probiotiques pourraient étre bénéfiques pour les veaux en
mauvaise santé en modeérant la diarrhée et en rétablissant un certain équilibre du
tractus gastro-intestinal, mais leurs effets sur les veaux en bonne santé sont
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minimes. En outre, la surconsommation de suppléments probiotiques au cours
des premieres étapes de la vie peut perturber I’établissement d’un microbiome
intestinal sain chez les jeunes veaux. Les souches de levures probiotiques sont
particulierement peu fiables et leurs effets incohérents. le microbiome gastro-
intestinal est également relativement inconnu et leur utilisation peut s'avérer
perturbatrice pour un microbiome sain (Uyeno et al., 2015). De plus, aucune
recherche sur leur impact a long terme sur d’autres microbiomes, comme le
vagin, ont été réalisés.

Une autre prudence concerne I’application de bactéries probiotiques
efficaces pour la santé de I’intestin humain. les ruminants, puisque ces especes
ont une physiologie et un régime alimentaire trés différents, et donc
microbiomes tres contrastes. Plus précisement, l'utilisation des Lactobacilles
comme probiotiques chez les vaches est discutable, puisque la nature de cette
bactérie est de revendiquer sa domination sur le microbiote résident.

De plus, les ruminants comme les vaches contiennent des quantités trées
infimes de lactobacilles ; en fait, ces bactéries, sont trouvé en plus grande
abondance chez les veaux, diminue avec la maturité (Uyeno, et al., 2010). Par
conséquent, un peut se demander pourquoi I’industrie agricole encourage
avidement I’ajout de ces bactéries a un probiotique régime alimentaire pour le
bétail.

1. 2. prébiotiques

Les prébiotiques sont un groupe de nutriments contenus dans les fibres
vegétales qui sont dégradés par le microbiote intestinal. Cependant ces fibres
sont indigestes pour les humains, elles constituent une source de nutrition préte
pour les probiotiques et les microbiote intestinal. Une étude récente de Davani-
Davari et al., 2019, a revélé que les prébiotiques nourrissent le systéme
intestinal.

Les microbiotes et que leur dégradation se traduit par des acides gras a chaine
courte (AGCC). A leur tour, ces acides sont la principale source d'énergie des
cellules du célon et favorisent donc la santé intestinale et peuvent réduire
I’obésité, le diabéte, la stéatose hépatique et d’autres maladies liées a
I’alimentation. (Devani-Davari et al., 2019).

Toutes les plantes riches en fibres, y compris les légumes-feuilles, certains
fruits, Iégumineuses et céréales, contiennent des prébiotiques.
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Citons par exemple : les asperges, la betterave sucriére, l'ail, la chicorée,
I'oignon, le topinambour, blé, miel, banane, orge, tomate, seigle, soja, pois,
haricots, etc., ainsi que des algues et micro-algues (Carlson et al., 2018).

Les prébiotiques laissent des sous-produits dans la circulation sanguine,
notamment des AGCC et dautres éléments comme des antioxydants, des
saccharides et des protéines, qui peuvent apporter de multiples bénéfices a tout
I'organisme : Les prébiotiques peuvent augmenter la cognition générale,
diminuer le processus de démence, augmenter la mémoire et mémoire et aide a
I'apprentissage et a I'numeur générale. Les prébiotiques peuvent également
contribuer a l'absorption du calcium, augmenter la rétention d'eau, la rétention
de Kkératine et la formation de collagéne ainsi que réduire la faible densité
lipoprotéines (LDL) (Devani-Davari et al., 2019)

La plupart des prébiotiques utilisés chez les bovins consistent en I'ajout
d'aliments riches en fibres et de ceréales pour favoriser une gain de poids. Ceux-
ci doivent également étre complétes par de la levure, un probiotique, pour
améliorer la digestion.

Bien que la supplémentation en levure semble efficace (Uyeno et al.,
2015), l'ajout de ceréales et d'autres aliments a haute teneur bien que les
suppléments caloriques alimentaires (comme le mais) ont également un effet
perturbateur sur le microbiome intestinal.

1. 3. Antibiotiques

Les antibiotiques, bien que trés importants dans le traitement des maladies
et des infections, ont été associés a des effets trés négatifs sur le microbiote
(Francino, 2016). Les antibiotiques sont, pour la plupart, non sélectif et peut
donc detruire un grand nombre de bactéries bénéfiques et pathogénes.

La surutilisation d’antibiotiques provoque une dysbiose en raison d’une
réduction de la biodiversité du microbiote chez la vache. Cela a a son tour un
impact négatif sur la santé globale et le systtme immunitaire de I’hote. Une
étude récente réalisée par Zhang et al., 2019, ont constaté que ces effets peuvent
provoquer ou aggraver diverses maladies, telles que : diabéte, obésité, maladie
inflammatoire de I'intestin, asthme, polyarthrite rhumatoide, depression, autisme
et surinfection chez les patients gravement malades (Zhang et al., 2019).

Cette étude a également révélé que les antibiotiques ont un impact sur
I’tmmunité de ’hote en modifiant les métabolites bactériens.
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L'exposition aux antibiotiques peut permettre aux bactéries de développer
différents mécanismes pour contrer l'effet bactéricide ; une seule bactérie peut
développer différents types de résistance ; ces systémes comprennent un mode
de résistance intrinséque ou inné et le mode de résistance acquis. Parmi ceux-ci,
le mécanisme qui prévaut au sein des bactéries varie selon la nature de
I'antibiotique, le site cible, lI'espéce bactérienne, et/ou selon que le géne de
résistance fait partie du chromosome ou d'élements mobiles tels que les
plasmides ou les transposons (Imperial & Ibana, 2016; Sharma et al., 2014).
Deux éléments pertinents doivent étre présents pour l'interaction antibiotique
cible, tout d'abord I'antibiotique doit reconnaitre la cible, et la concentration de
I'antibiotique dans la cible doit étre suffisante pour inhiber la croissance
bactérienne. Un meécanisme de résistance conduit a l'incapacité de l'antibiotique
a inhiber la croissance bactérienne en raison d'une interaction antibiotique-cible
inefficace, qui peut étre classée comme passive et active. Le mécanisme passif
ne peut étre transféré a d'autres cellules que par un transfert clonal qui implique
des modifications du site cible ou wune diminution de Iabsorption
antimicrobienne, sans affecter la structure de I'antibiotique ; cette résistance est
également connue sous le nom de résistance intrinséque. En revanche, le
mécanisme actif implique la réduction de la concentration de l'antibiotique
intracellulaire par modification ou dégradation de sa structure avec des enzymes
par l'action de pompes d'efflux (Martinez & Baquero, 2014; Munita & Arias,
2016).

La figure 2 montre les mécanismes par lesquels certaines bactéries
peuvent présenter une résistance aux antibiotiques, ce qui implique la réduction
de la concentration intracellulaire d'antibiotiques par l'activation de pompes
defflux ou par la modification de la permeabilit¢ de la paroi cellulaire la
modification de l'antibiotique par des complexes enzymatiques qui empéchent
I'interaction entre l'antibiotique et la cible, la dégradation enzymatique des
antibiotiques et l'altération des sites de fixation de I’antibiotique (Sharma et al.,
2014).

Le principal mécanisme de résistance aux antibiotiques des BL a été lié aux
pompes d'efflux de multirésistances (MDR) impliquées dans I'expulsion de
composés structurellement non apparentés (Mazurkiewicz et al., 2005;
Gueimonde et al., 2013). Wacher-Rodarte et al., (2015) ont analysé des BL
isolées du pozol (une boisson a base de mais fermenté traditionnelle), en
identifiant que les souches multirésistantes telles que Lactococcus lactis et
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Lactobacillus plantarum présentent des pompes d'efflux actives, y compris le
type ABC codé par chromosome avec le transporteur LmrA (gene ImrA).

D'autre part, Poelarends et al., (2002) ont démontré que la présence du
transporteur LmrA dans Lactococcuslactis est associée a la résistance
intrinseque de 17 a 21 antibiotiques cliniguement pertinents, y compris des
aminoglycosides  (kanamycine et gentamicine), des lincosamides
(clindamycine), des  macrolides  (erythromycine), des  quinolones
(ciprofloxacine) et des tétracyclines.

D'autres auteurs tels que Casado Mufioz et al., (2014) ont signalé que
Lactobacillus pentosus et Leuconostoc pseudomesenteroides isolés d'olives
fermentées sont resistants aux céphalosporines, a la streptomycine et a la
kanamycine en raison de la variation de la perméabilité de la paroi cellulaire
comme principal mécanisme de résistance ; ils ont également souligné que les
deux souches présentaient un systeme complexe AcrABTolC implique dans les
pompes d'efflux MDR pour les [-lactamines, les fluoroquinolones, le
chloramphénicol, la tétracycline, et dautres génes liés aux pompes de la
superfamille portés par le chromosome comme norA et MDE (multi-drug efflux)
qui conferent une résistance au chloramphénicol et aux fluoroquinolones.
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Figure 6 : Mécanismes de la résistance aux antibiotiques de BL : (Sharma et al.,
2017).

55



Chapitre 6 : Stratégies de manipulation de microbiote et leurs impact sur le
microbiote vaginal

La résistance aux aminoglycosides dans les BL n'a pas été signalée, bien
que ces derniéres années, les BL isolés d'origine agricole se soient révélés
résistants a la gentamicine, a la kanamycine et a la streptomycine, dont le
mécanisme de résistance est associé a une altération du transport ou a une
Inactivation enzymatique par trois principales enzymes modifiant les
aminoglycosides (AME), a savoir les N-acétyltransférases (AAC), les O-
phosphotransférases (APH) et les O-nucléotidyltransférases (ANT) codées par
des EGM (éléments génétiques mobiles) tels que les transposons et la sequence
d'insertions (Jaimee & Halami, 2015).

Certaines bactéries appartenant aux genres Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus et Bifidobacterium présentent des AR intrinseques ou innées et
extrinseques ou acquises, qui peuvent étre un facteur de sécurité alimentaire car
elles peuvent transmettre la résistance a d'autres bactéries par transfert vertical
(entre especes) ou horizontal (entre genres bactériens) (Clementi & Aquilanti,
2011; Gueimonde et al., 2013; Flérez & Mayo, 2017).

1.3.1. Résistance intrinseque

La resistance intrinseque est la capacité naturelle ou innée d'une bacterie a
survivre a l'effet des antibiotiques, a la suite de mutation dérivées de
changements dans [I'état physiologique de la bactérie ou d'une exposition
incontr6lée aux antibiotiques (Zhang et al., 2018). La résistance intrinséque a un
potentiel de propagation minimal entre les genres bactériens, car les genes de
résistance sont situés dans le chromosome avec un transfert limité vers d'autres
genres, ce qui représente un faible risque au sein des bactéries non pathogenes.
Tout gene responsable de la résistance intrinseque pourrait étre disseminé et
transféré a d'autres bactéries s'il est flanque de sequences d'insertion susceptibles
de favoriser sa mobilisation (Mathur & Singh, 2005). Par exemple, les souches
de Bifidobacterium sont couramment utilisées comme cultures starter et/ou
prebiotiques dans les aliments fermentés traditionnels et industrialisés.

Bien qu'elles présentent une résistance intrinseque aux quinolones
(ciprofloxacine et acide nalidixique), a la mupirocine, aux tétracyclines et aux
aminoglycosides tels que la streptomycine ; cependant, tous les génes sont situes
dans le chromosome avec un transfert limité a d'autres genres (Kushiro et al.,
2009; Imperial & Ibana, 2016). Il a été rapporté que certains genres de BL ont
une résistance intrinseque a la bacitracine, la vancomycine, la kanamycine, la
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téicoplanine et les quinolones (Imperial & Ibana, 2016). Les mécanismes de
résistance intrinséque présentés par BL comprennent :

* Modification de la paroi cellulaire, couramment observée dans la
résistance aux glycopeptides (vancomycine et téicoplanine) et aux antibiotiques
non ribosomiques (bacitracine). En particulier, Lactobacillus plantarum et
Enterococcus faecium présentent une résistance innée a la vancomycine, due a la
substitution des résidus de D-alanine de la paroi cellulaire du muramyl
pentapeptide par du Dlactate (résistance de haut niveau) ou de la D-sérine
(résistance de bas niveau) dans la structure chimique du peptidoglycane, évitant
ainsi l'interaction avec les antibiotiques (Miller et al., 2014; Munita & Arias,
2016; Zhang et al., 2018).

* L'inactivation enzymatique, comme pour les aminoglycosides
(neomycine, kanamycine, streptomycine) ou les quinolones (ciprofloxacine,
norfloxacine, acide nalidixique), empéche la liaison de ces antibiotiques avec
leurs cibles spécifiques, comme observé pour Lactobacillus et Enterococcus
pour 'ARNr 16S, 30S et I'ADN gyrase, respectivement, qui expliquent la
résistance intrinséque aux deux groupes d'antibiotiques (Clementi & Aquilanti,
2011; Jaimee & Halami, 2015).

1.3.2. Résistance extrinseque et transfert horizontal de génes

La résistance extrinseque ou acquise est celle ou les bactéries peuvent
incorporer dans leur structure cellulaire un materiel génétiqgue mobil capable de
conférer une résistance a certains antibiotiques. Contrairemen a la résistance
intrinseque, la résistance acquise ne se trouve que pou certains caractéres ou
certaines sous-populations bactériennes. L propagation des genes peut se
produire entre des bactéries de difféerent genres ou entre des organismes
différents. Le transfert horizontal de gene (THG) se produit lorsque la bactérie
est capable d'acquérir de nouveaux géenes qui peuvent augmenter son spectre de
résistance intrinseque, ou qu'elle peut transferer la résistance a d'autres micro-
organismes ou directement aux humains ou aux animaux, ce qui est déja
considéré comme un risque sanitaire, selon I'OMS. Par conséquent, les
protocoles d'analyse des génes de résistance dans les BL sont en augmentation
car ils ont une grande capacité d'acquisition de la RA et ont une relation étroite
avec la transformation des aliments (Gueimonde et al., 2013; Sharma et al.,
2014; Abriouel et al., 2015; Zheng et al., 2017).
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La figure 3 montre les trois principaux mécanismes de la THG, dont
certains ne sont pas considérés comme pertinents pour le transfert de la
résistance aux antibiotiques dans les bactéries lactiques, par exemple la
transduction (par les bactériophages) et la transformation (lorsque I'ADN est
libéré d'une bactérie et absorbé par une autre), la conjugaison étant le principal
mécanisme observé chez les bactéries lactiques (Mathur & Singh, 2005;
Huddleston, 2014; Sharma et al., 2014; Von Wintersdorff et al., 2016).

La conjugaison est le transfert de matériel génétique mobile a partir de
plasmides ou de transposons a I’aide d’un pilus sexuel (Fraqueza, 2015). Les
plasmides sont des molécules d’ADN extrachromosomiques capables de se
répliqguer de maniere autonome et qui peuvent conférer une résistance aux
micro-organismes contre les antibiotiques. lls représentent l'un des principaux
élements mobiles pour la dissemination des génes de résistance aux
antibiotiques contre les B-lactamines, les aminoglycosides, les tétracyclines, le
chloramphénicol, les sulfonamides, la triméthoprime, les macrolides et les
quinolones (Clementi & Aquilanti, 2011; Huddleston, 2014; Von Wintersdorff
etal., 2016).
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Figure 7 : Mécanismes de transfert horizontal de genes chez les BL Sharma et
al., (2014) et de Von Wintersdorff et al., (2016).
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Les plasmides ont un grand nombre de déterminants génétiques qui
peuvent conférer une résistance par conjugaison, et il est important de considérer
qu'une seule bactérie peut avoir plusieurs plasmides (BrownJaque et al., 2015).
Certains auteurs indiquent que la diversité génétique de la résistance est
proportionnelle au nombre de plasmides présents dans I'environnement, sans
oublier qu'il existe d'autres éléments mobiles tels que les transposons et les
intégrons, bien que ces éléments ne s'autorépliquent pas et doivent étre
transportés par un plasmide ou un phage approprié (Ma et al., 2014; Brown-
Jaque et al., 2015). Parmi les transposons conjugatif utilises comme vecteurs des
genes de résistance aux antibiotiques dans les BL, on peut citer Tn916, Tn918,
Tn920, Tn925, Tn2702 (E. faecalis), Tn5233 (E. faecium), Tn5276 et Tn5301
(Lactococcus lactis) (Sharma et al., 2014).
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Conclusion :

La recherche sur le microbiote est un domaine d’étude vaste et
dynamique. Stratégies d'échantillonnage et culture, les méthodes ont beaucoup
évolué au cours du siécle dernier, au point que les technologies et les
technologies de pointe, Le séquengage de I’ADN offre désormais aux
chercheurs une banque de données toujours plus large et précise. Quoi nous
avons appris que les interactions et les impacts du microbiote chez I'hnomme
peuvent étre transférés, en partie, aux animaux, et plus précisément au bétail.
Des scientifiques ont également commencé 1’étude du microbiome vaginal chez
les vaches. C'est un point crucial et une étape importante vers le maintien d'une
industrie bovine rentable, car l'inefficacité de la reproduction est une grande
source de perte de revenus.

Les chercheurs parviennent désormais a cartographier la grande variété de
bactéries qui peuplent le vagin. tractus utérin, et certains ont étendu leurs
recherches au microbiote utérin. Quelques points communs des phylums peut
étre constatée, tout comme certaines différences dans les populations entre les
vaches gestantes et non gestantes. Encore ces recherches sont souvent disparates
. Certaines études se concentrent sur les hormones, d’autres sur le microbiote,
d’autres sur les Bactéries pathogenes. La plupart experimentent actuellement des
additifs ou des substituts hormonaux pour induire I'cestrus, tandis que d'autres
tentent grossierement de manipuler le microbiote avec d'autres médicaments et
interventions. La plupart des recherches reposent desormais sur des protocoles
de synchronisation qui cloud ou détruire la composition naturelle du microbiote
des vaches. Rares sont ceux, voire aucun, qui ont pris le temps de revenir sur
théoriser sur les liens entre tous ces facteurs. Il en va de méme pour les études
sur la nutrition et supplémentation.

Les suppléments de probiotiques et de prébiotiques remplacent
rapidement l'utilisation d'antibiotiques chez le bétail industrie. Les bactéries
acidifiantes et les levures fermentantes sont désormais des additifs courants dans
I'alimentation, tout comme le sont les bactéries acidifiantes et les levures
fermentantes. Certaines données convaincantes montrent que ces suppléments
peuvent ont en effet des effets nefastes, notamment chez les jeunes veaux et
chez les bovins en bonne santé. Tres préoccupant sont ces chercheurs qui
semblent tenter de remplacer les antibiotiques par des probiotiques, avec peu de
succes.

Ce qui concerne la composition naturelle du microbiote bovin. Trop
d'études semblent se concentrer sur les bactéries créatrices d'acide lactique, qui



Conclusion :

sont importantes dans un microbiome humain sain, mais que l'on trouve en
guantités infimes dans le microbiote vaginal des vaches.

Cette identification précise permet non seulement de mieux comprendre
les interactions entre les microbes et leur hote, mais aussi d'envisager des
stratégies de gestion telles que l'utilisation de probiotiques pour maintenir un
équilibre microbiologique optimal. En outre, elle ouvre la voie a de nouvelles
recherches visant a développer des interventions personnalisées pour améliorer
la santé reproductive des vaches et, par extension, la productivité globale des
troupeaux bovins.
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Annexes

Mécanismes d’interaction entre bactéries et tractus génital de la vache
laitiere

Bien que la présence de bactéries ait été caractérisée tout au long de 1’appareil
reproducteur femelle de plusieurs especes dont les bovins, il n’a pas encore été
décrit comment ces bactéries pouvaient interagir avec 1’hote.

Cette revue bibliographique menée par des scientifiques de 1’Université de
Virginie (USA) visait a résumer les connaissances établies en ce qui concerne
les bactéries pathogeénes et non pathogeénes dans divers segments de I’appareil
reproducteur de la vache notamment, et les éventuels mécanismes sous-jacents
aux interactions hoéte-microbe pendant la gamétogenese et au début de la
gestation.

La figure ci-dessous récapitule les interactions des agents pathogenes (A — C) et
non pathogénes (D — F) avec le microbiome de 1’appareil reproducteur chez
I’animal hote

(A) Développement des ovocytes : les lipopolysaccharides d’Escherichia coli
dans 1’utérus envahissent les follicules dominants, provoquant une réponse
inflammatoire et diminuant la production d’estradiol.

(B) Insémination : les glandes utérines sont endommagees par la pyolysine
(PLO) de Trueperella pyogenes, ce qui pourrait entraver la bonne fixation de
I’embryon.

(C) Placentation : Brucella, Listeria ou Campylobacter empruntent la
circulation sanguine vers les placentomes dans 1’utérus. Ils envahissent ensuite
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les trophoblastes placentaires et se répliquent, provoquant la nécrose du
trophoblaste et la propagation de I’agent pathogéne dans tout I’utérus.

(D) Deéveloppement des ovocytes : les lactobacilles identifiés dans le liquide
folliculaire pourraient sécréter des flavonoides, qui ont été associés a une
compétence accrue des ovocytes, tout en diminuant la sécrétion des
eicosanoides, qui ont été liés a une diminution de la qualité des ovocytes.

(E) Capacitation : Lactobacillus delbrueckii dans I’utérus et le vagin a la
capacite de produire du HCO3-Cela peut ameliorer le gradient ionique
nécessaire a la capacitation des spermatozoides, augmentant ainsi la quantité de
spermatozoides aptes a feconder.

(F) Placentation : les lactobacilles, streptocoques et entérocoques isolés dans
I’utérus ont été associés a une augmentation du succes de la gestation ; ils
produisent H202, qui pourrait augmenter le taux d’angiogenése et ainsi la
placentation.

Cette revue bibliographique fait 1’état des lieux sur les relations entre
bactéries du tractus génital et les différentes étapes de la gamétogénése et du
déebut de gestation. Des bactéries pathogenes utérines tels que E. coli, T.
pyogenes et F. necrophorum peuvent causer des dommages sur le site
d’infection et avoir ainsi une influence négative sur les ovulations ultérieures.
Inversement, des bactéries lactiques comme les Lactobacillus semblent étre
bénéfiques au niveau de plusieurs zones de 1’appareil reproducteur : elles ont été
associées a une amélioration de la qualité des ovocytes et agissent
favorablement au cours de 1’angiogenése placentaire.
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