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Analyses de la conformité de quelques probiotiques prescrits par le 

vétérinaire lors de diarrhées aigües chez le chien 

 

OBJECTIFS   

L’objectif de ce travail est de comparer la composition annoncée sur l’étiquette de trois 

probiotiques utilisés chez le chien en cas de diarrhée aigüe avec leur composition réelle. Au 

préalable, une synthèse des connaissances sur la composition du microbiote digestif chez les 

chiens sains et ceux souffrant de diarrhée aigues sera développée ainsi qu’un inventaire des 

produits prébiotiques, probiotiques et synbiotiques disponibles sur le marché belge pour cette 

indication.  

 

RÉSUMÉ  

Au cours des dernières décennies, de nombreuses recherches ont été réalisées sur le microbiote 

intestinal du chien. Ce dernier est principalement composé de bactéries et chaque individu 

possède son propre écosystème microbien. Lorsqu’un chien est atteint d’une diarrhée aigue, une 

modification significative de la composition du microbiome avec une réduction de sa diversité 

est observée. Ce changement a pu être montré plus précisément qualitativement et semi 

quantitativement grâce aux nouvelles technologies de séquençage à haut débit. Ce déséquilibre 

à un impact significatif sur la dégradation de l’état de santé de l’animal et l’utilisation des 

compléments à base de probiotiques aident à améliorer l’homéostasie du microbiote intestinal, 

voire à restaurer sa composition initiale.  

Afin de s’assurer que le probiotique puisse agir de façon préconisée, il est nécessaire que ce 

dernier contienne réellement ce qui est mentionné sur l’étiquette. Dans le cadre de ce travail, 

trois échantillons des probiotiques Fortiflora®, Ultradiar® et WeBiotic® ont été analysés par 

métagénétique visant le fragment V1-V3 du gène de l’ARN ribosomal 16S bactérien et le fragment 

ITS2 fongique. Les analyses ont permis de vérifier la présence d’Enterococcus faecium SF 68 dans 

le complément Fortiflora® et la présence de Saccharomyces cerevisiae et d’Enterococcus faecium 

dans le probiotique WeBiotic®.  De l’ADN de plusieurs autres bactéries a aussi été détecté.  

L’analyse sur base de l’ADNr 16S et d’ITS2 du complément Ultradiar® n’ont donné aucun résultat 

étant donné qu’il s’agit d’un hydrolysat de ferments lactiques et potentiellement de levure 

hydrolysée. La méthode utilisée ne permet pas de vérifier la conformité de ce produit. 
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COMPLIANCE ANALYSIS OF SOME PROBIOTICS PRESCRIBED BY THE 

VETERINARIAN FOR ACUTE DIARRHEA IN DOGS. 

 

AIM OF THE WORK  

The objective of this work is to compare the composition announced on the label of three 

probiotics used in dogs in case of acute diarrhea with their actual composition. Beforehand, a 

synthesis of knowledge on the composition of the digestive microbiota in healthy dogs and those 

suffering from acute diarrhea will be developed as well as an inventory of prebiotic, probiotic 

and synbiotic products available on the Belgian market for this indication. 

 

SUMMARY  

Over the last few decades, a lot of research has been done on the dog's intestinal microbiota. 

The microbiota is mainly composed of bacteria and each individual has his own microbial 

ecosystem. When a dog suffers from acute diarrhea, a significant change in the composition of 

the microbiota with a reduction in its diversity is observed. This change could be shown more 

precisely qualitatively and semi quantitatively thanks to the new technologies of high-throughput 

sequencing. This imbalance has a significant impact on the degradation of the animal's health 

status and the use of probiotic-based supplements helps to improve the homeostasis of the 

intestinal microbiota or even to restore its initial composition.  

In order to ensure that the probiotic can act in the recommended way, it is necessary that it really 

contains what is mentioned on the label. In this work, three samples of probiotics Fortiflora®, 

Ultradiar® and WeBiotic® were characterized by metagenetics targeting V1-V3 fragment of 

bacterial 16S rDNA and fungal ITS2 DNA fragment. The analyses allowed to verify the presence 

of Enterococcus faecium SF 68 in the Fortiflora® supplement and the presence of Saccharomyces 

cerevisiae and Enterococcus faecium as dominant microflora in the probiotic WeBiotic®. ADN 

from other bacteria was also detected in both products.  The 16S DNA and ITS2 analysis of the 

Ultradiar® supplement yielded no results, as it is a lactic ferment hydrolysate and potentially a 

hydrolyzed yeast hydrolysate. The used method don’t permit to verify the compliance of this 

product. 
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1 Avant-propos : contexte et motivation de l’étude 

Au cours des stages vétérinaire que j’ai pu réaliser, j’ai à plusieurs reprises observé des 

vétérinaires prescrire différents pro et/ou prébiotiques afin d’aider la flore digestive à se rétablir 

suite à un diarrhée aigüe. Par ce biais, j’ai pu remarquer que de nombreux pro/prébiotiques 

étaient présents sur le marché et que chaque vétérinaire avait sa préférence. Dès lors, au travers 

de discussions avec eux, il m’a paru intéressant de me pencher davantage sur l’étude de ceux-ci 

afin de connaitre les différences qui existaient entre ces derniers. De plus, les pro/prébiotiques 

étant des compléments alimentaires, il me semblait judicieux de réaliser une comparaison entre 

l’étiquette du produit et sa composition réelle.  

2 Introduction  

Les chiens sont des carnivores qui se nourrissaient auparavant d’un régime majoritairement 

composé de protéines alors qu’actuellement la plupart des chiens urbains bénéficie d’une 

alimentation riche en glucides. Ces modifications alimentaires ont un impact sur le microbiote 

intestinal qui joue un rôle non négligeable dans la santé et le bien-être des animaux de 

compagnie. Cet écosystème est composé d’une communauté microbienne diversifiée 

comprenant des bactéries, des virus, des archées et des champignons. L’absorption et le 

métabolisme des nutriments,  les défenses de l’hôte contre les agents pathogènes et la régulation 

du système immunitaires de l’hôte sont influencés par le microbiote. 

Une perturbation dans la composition ou l’activité de ce dernier peut donc entrainer divers 

troubles tant gastro-intestinaux que d’autres systèmes tels que des allergies, de l’insuffisance 

rénale chronique, du diabète, des maladies cardiaques, de l’obésité et des symptômes de stress. 

(Suchodolski, 2021) 

 

Suite à une diarrhée aigue, la flore microbienne va être modifiée. Afin d’aider cette dernière à 

récupérer sa composition initiale, un traitement à base de pro/prébiotique ou synbiotique peut 

être prescrit par le vétérinaire.  

  

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ContribAuthorRaw/Suchodolski/Jan+S.
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2.1 Microbiote digestif canin  

2.1.1 Composition  

Le microbiote intestinal se compose à 98% de bactéries, 1% d’archées et le pourcentage restant 

est composé de virus et champignons. La charge bactérienne présente dans l’intestin grêle du 

chien en bonne santé est inférieure à celle du colon.  Selon la méthode de culture 

bactériologique, la charge bactérienne chez le chien en bonne santé est comprise entre 102 UFC 

par gramme de contenu luminal dans l’intestin grêle et 10 11 UFC/g dans le colon.  Cependant, 

des bactéries non cultivable du tractus digestif canin ont été identifié grâce aux méthodes 

moléculaires. Désormais, il est estimé que la charge microbienne totale se situe entre 1012 et 1014 

UFC/g de contenu luminal. (Pilla et Suchodolski, 2020) 

L’intestin grêle est colonisé essentiellement par des bactéries aérobies et anaérobies facultatives 

alors que le colon contient presque uniquement des bactéries anaérobies strictes.  

Une étude réalisée par Suchodolski et ses collaborateur en 2008, via la métagénétique a permis 

d’identifier quatre lignées phylogénétique majeurs dans le tractus gastro-intestinal du chien 

sain  : les Firmicutes (47,7%), les Proteobacteria (23,3%), les Fusobacteria (16,6%) et les 

Bacteroidetes (12,4 %). Une seconde étude, réalisée via une méthode de séquençage bactérien 

par Suchodolski en 2011, a permis d’identifier que la communauté bactérienne du tractus 

digestif, est composée à 95% par les phyla Firmicutes, Bacteroidetes et Fusobacteria suivis par 

les phyla Proteobacteria et Actinobacteria qui constituent entre 1 et 5% du total des bactéries 

identifiées. Au travers de leur étude Deng et ses collaborateurs (2015) ont montré que, selon 

eux, les quatre phyla bactériens prédominants dans le tractus digestif sont les Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobacteria et Actinobacteria. Une différence quant aux phyla prédominants 

est conclue entre les études réalisées par Suchodolski et Deng avec leur collaborateurs respectifs. 

Cependant, Deng et ses collaborateurs ont également démontré que, suivant la technique 

d’analyse utilisée, le pourcentage de chaque phyla composant le microbiote intestinal peut 

varier. En effet, l’utilisation de la métagénomique ciblés via le pyroséquencage 454 a révélé que 

les excréments d’un chien sain était composé de 23-40% de Fusobacteria, 14-28% de Firmicute, 

31-34% de Bacteroidetes, 5-7% de Proteobacteria et 0.8-1.4% d’Actinobacteria (Middelbos et al., 

2010), alors que via la métagénomique globale, le même échantillon serait composé de 37-38% 

de Bacteroidetes, 31-35% de Firmicutes, 13-15% de Proteobacteria, 7-9% de Fusobacteria et 1% 

d’Actinobacteria. (Swanson and al, en 2011). Ces deux études montrent donc des différences de 

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ContribAuthorRaw/Suchodolski/Jan+S.
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concentration en phyla bactériens qui peuvent être expliqué par des méthodes d’analyse 

différente. (Deng et al., 2015) 

Le phylum Firmicutes, groupe bactérien présent abondamment tout le long du tractus digestif 

canin, comprend majoritairement les Clostridia et minoritairement les Bacilli.  

(Suchodolski , 2011). Cependant, une diminution de la concentration en Clostridia est observée 

le long tractus digestif. En effet, au niveau du duodénum, les Clostridia représente 40% des clones 

d’ADNr 16S, 39% dans le jéjunum,  alors qu’il ne compte que pour 25% dans l’iléon et 26% au 

niveau du colon. (Blake et Suchodolski,2016 ; Suchodolski et al., 2008). Les entérobactéries, 

appartenant au phylum Proteobacteria, sont également davantage présents dans l’intestin grêle 

que dans le colon. (Suchodolski et al., 2008).  Les phyla Fusobacteria et Bacteroidetes sont quant 

à eux l’ordre bactérien présent en majorité dans l’iléon et le colon. (Grześkowiak et al., 2015 ; 

Suchodolski et al., 2008). Les Lactobacilles, appartement au phylum Firmicutes sont présents 

dans tous le tractus gastro-intestinal, allant de 10 4 à 10 8 UFC/ml. (Grześkowiak et al., 2015) 

Au niveau des fèces des chiens, les phyla signalés prédominants sont les Firmicutes 

(principalement les Clostridiales), Bacteroidetes et Fusobacteria. Cependant, le pourcentage de 

présence du phylum Firmicutes varie de 25 à 95% selon les études. En effet, ces fluctuations sont 

probablement causée par l’utilisation de méthodes d’extraction d’ADN différentes et par la 

sélection d’amorce de PCR universelles différentes. De plus, le phylum Actinobacteria serait 

systématiquement sous-estimé lorsque des amorces bactériennes universelles sont utilisées. 

L’utilisation des amorces spécifiques de groupe pour Bifidobacterium spp., appartenant au 

phylum Actinobacteria, permet de les mettre davantage en évidence et de confirmer leur 

présence chez la majorité des chiens. (Suchodolski , 2011) 

Au sein du phyla Bacteroidetes,  l’abondance relative entre les espèces Prevotella et Bacteroides 

sont très variable entre les chiens. (Pilla & sudolski 2021) 

Dans une autre étude réalisée par Swanson et ses collaborateurs,(2010) à partir de matières 

fécales canines, les phyla Bacteroidetes et Firmicutes représentent respectivement 35% des 

séquences, suivis par Proteobacteria à 15%, Fusobacteria à 8% et finalement les Actinobacteria 

qui ne constituent que 1% des séquences. Une étude réalisée par Grześkowiak et ses 

collaborateurs (2015), conclut également que les phyla bactérien prédominants dans les 

excréments canins sont les Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria et Fusobacteria. Jia et ses 

collaborateurs (2010), ont, quant à eux, déterminé via l’hybridatation in situ (FISH) que les 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suchodolski%20JS%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suchodolski%20JS%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suchodolski%20JS%5BAuthor%5D
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matières fécales des chiens contiennent plus de 10 8 cellules/g de bifidobactéries. (Grześkowiak 

et al., 2015) 

Pilla et Suchodolski (2021) appuient la présence des phyla Proteobacteria et Actinobacteria dans 

les matière fécaux des chiens en bonne santé. En effet, ces phyla sont couramment identifiés 

dans l’intestin grêle des chiens et sont présents en quantité réduite dans les échantillons fécaux. 

Cependant, la présence anormalement élevé des entérobactéries dans les excréments canins 

sont caractéristiques d’une dysbiose canine. (Pilla & sudolski 2021) 

Figure 1 : Taxons bactériens dominants dans le microbiote des chiens. (Pilla et Suchodolski, 2021) 

Phylum Class Family Genus/Species 

Actinobacteria Coriobacteriia Coriobacteriaceae Collinsella 

Bacteroidetes Bacteroidetes Prevotellaceae Prevotella 

Bacteroidaceae Bacteroides 

Firmicutes Clostridia Clostridiaceae Clostridium 

Ruminococcaceae Faecalibacterium prausnitzii 

Peptostreptococcaceae Peptostreptococcus 

Lachnospiraceae Blautia 

Veillonellaceae Megamonas 

Bacilli Streptococcaceae Streptococcus 

Lactobacillaceae Lactobacillus 

Turicibacteraceae Turicibacter 

Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriaceae Fusobacterium 

Proteobacteria Betaproteobacteria Alcaligenaceae Sutterella 

Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae E. coli 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Suchodolski%20JS%5BAuthor%5D
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Figure 2 : Le tractus gastro-intestinal canin et ses micro-organismes dominants (Grześkowiak et 

al., 2015) 

 

Outre les bactériophages très nombreux, les virus qui peuvent être retrouvés dans la flore 

intestinale sont notamment les Astrovirus, Coronavirus, Norovirus, et Rotavirus. En ce qui 

concerne les champignons, les phyla Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Zygomycota 

sont recensés en quantités variables dans le microbiote intestinal. Le phyla fongique Ascomycota 

est le plus abondant chez le chien (99,62 %) (Blake et Suchodolski, 2016 ; Pilla et Suchodolski, 

2021 ; Grześkowiak et al., 2015) 

La composition du microbiote est influencée par l’alimentation, l’âge, les maladies gastro-

intestinales, les antibiotiques, les différentes niches intestinales et l’environnement du chien. 

Chaque animal de compagnie possède donc son propre écosystème microbien et le maintien de 

l’équilibre de ce dernier est essentiel pour son homéostasie. (Suchodolski, 2011) 

2.1.2 Rôle 

Le microbiote exerce un rôle dans le système immunitaire de l’hôte en protégeant ce dernier 

contre la colonisation par des micro-organismes entéropathogènes via un mécanisme de 

compétition pour les sites de fixation et les nutriments entre les bactéries pathogènes et 

commensales de l’intestin. La microflore digestive va défavoriser les colonisations bactériennes 

en créant un milieu hostile au développement de ces dernières par le maintien d’un niveau de 

pH bas, un faible taux en oxygène et la synthèse de peptides antimicrobiens. 

De plus, les bactéries peuvent produire elles-mêmes des métabolites tels que les vitamines et les 

acides gras à chaine courte. Les métabolites de l’hôte peuvent également être convertis par les 

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ContribAuthorRaw/Suchodolski/Jan+S.
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/ContribAuthorRaw/Suchodolski/Jan+S.
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enzymes bactériennes en métabolites secondaires comme par exemple les acides biliaires 

primaires en acides biliaires secondaires. Ces dernier jouent un rôle dans la digestion des lipides 

mais également dans la défense des muqueuses  intestinales et possèdent des propriétés anti-

inflammatoires (Blake et Suchodolski, 2016 ; Pilla et Suchodolski, 2020). 

Les acides gras à chaine courte tels que l’acétate, le butyrate et le propionate ont un rôle 

important dans l’intestin et leur production est réalisée par les bactéries suivantes : Blautia spp., 

Ruminococcus spp., Faecalibacterium praunitzii et Turicibacter spp. En effet, certains glucides ne 

sont pas digérés dans l’intestin grêle et arrivent au colon où a lieu la fermentation microbienne avec 

la production d’AGCC. Ceux-ci contrôlent la motilité intestinale, apportent de l'énergie aux cellules 

épithéliales et augmentent les lymphocytes T régulateurs (CD4+) exprimant des cytokines 

pourvues de propriétés anti-inflammatoires (IL-10). La motilité intestinale est également un 

mécanisme de défense important contre les bactéries adhérentes. (Blake et Suchodolski, 2016 ; 

Bai et al., 2023).  

2.1.3 Modifications lors de diarrhée aigue  

La diarrhée est définie par une augmentation du volume et de la fréquence d’émission des selles 

avec une consistance molle à liquide. Une diarrhée aigue dure quelques jours et est présente de 

manière occasionnelle (Freiche et Hernandez 2010).   

Chez le chien atteint de diarrhée aigue, une modification significative de la composition du 

microbiote est observée avec une réduction de sa diversité. En effet, une augmentation 

significative des Clostridium ainsi qu’une diminution significative du phylum Bacteroidetes et de 

Faecalibacterium est présente dans le microbiote canin atteint de diarrhée aigue. (Guard et  al., 

2015 ; Bai et al., 2023) Selon une étude réalisée par Guard et ses collaborateurs en 2015, chez le 

chien malade, Bacteroidetes est présent à une médiane de 15.3% (chien sain 32.6%),  Firmicute 

de 72.2% (chien sain 60.9%), Fusobacteria de 16.5% (chien sain 4.5%), Protéobacteria de 0.1% 

(chien sain 0.1%), Clostridium de 31.2% (chien sain 13.2%) et Faecalibacterium de 0.1% (chien 

sain 1.5%). (Guard et  al., 2015) 

En cas de diarrhée aigue, l’abondance des bactéries productrices d’AGCC est diminuée dont 

essentiellement Faecalibacterium qui est une bactérie productrice de butyrate. Cependant, dans 

les matières fécales des chiens, uniquement une diminution significative de la concentration en 

propionate est observée, le taux de butyrate étant quant à lui légèrement augmenté. Cette 

augmentation pourrait être expliqué par une diminution de l’absorption ou de l’utilisation du 
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butyrate par les entérocytes. Notons que Clostridium peut produire du butyrate à partir de 

protéine via une voie alternative.  (Pilla et Suchodolski, 2020 ; Bai et al., 2023) 

Il a également été démontré que chez le chien atteint de diarrhée aigue plusieurs bactéries à 

effet probiotiques telles que Lactobacillus, Lactococcus et Bifidobacterium sont présentes en 

moindre quantité.  Ces bactéries permettent la production d’acides, ce qui réduit le pH intestinal, 

inhibe la reproduction des entéropathogènes et a un rôle non négligeable dans la digestion et 

l’absorption des nutriments ainsi qu’au niveau du système immunitaire. (Bai et al., 2023) 

Le maltotriose, oligosaccharide pouvant agir comme un prébiotique, est lui aussi présent en 

quantité significativement moindre chez le chien souffrant de diarrhée aigue. (Bai et al., 2023) 

De plus, lors d’un état pathologique, une diminution de production de mucus et de peptides anti-

microbiens, comme les bactériocines, est présente ce qui augmente la perméabilité intestinale 

et donc le passage de bactéries. Les lipopolysaccharides présents en surface des bactéries vont 

être reconnus par les récepteurs TLR présents en surface des globules blancs, polynucléaires, 

macrophages, lymphocytes T et B et cellules dendritiques, ce qui va provoquer la libération de 

cytokines pro-inflammatoires (Blake et Suchodolski, 2016). 

Les causes de la diarrhée sont diverses et cette dernière peut être provoquée par des agents 

entériques pathogènes tels que des bactéries, des virus, des parasites ou des champignons. Les 

bactéries sont les causes les plus fréquentes de diarrhée en médecine vétérinaire et, parmi celles-

ci, les plus régulièrement identifiées lors d’une diarrhée aigue sont Campylobacter jejuni, 

Salmonella, Clostridium perfringens et certains Escherichia coli. (Blake et Suchodolski, 2016). 

2.2 Pro-/pré-/syn-/post-biotiques 

2.2.1 Probiotiques 

L’amélioration des connaissances du microbiote et la nécessité de diminuer l’utilisation des 

antibiotiques  poussent le monde vétérinaire à prescrire davantage un traitement partiel ou total 

à base de prébiotiques et/ou probiotiques en cas de diarrhée aigue chez le chien. Les 

probiotiques sont « des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités 

adéquates, confèrent un avantage pour la santé de l'hôte »  (OMS et FAO, 2001). 

La majorité des probiotiques présents sur le marché sont constitués de Lactobacillus spp, 

Enterococcus faecium SF68 et Bifidobacterium pour les bactéries et de Saccharomyces cerevisiae 

pour les levures. Afin qu’un probiotique puisse exercer son rôle, il est nécessaire que ce dernier 

survive à l’acidité gastrique et à la bile, soit capable de proliférer dans le colon, de combattre les 
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entéropathogènes, de moduler le système immunitaire et de ne pas exercer un effet pathogène, 

mutagène, cancérigène ou toxique pour l’hôte. (Redfern et al., 2017) 

De plus, les effets bénéfiques des probiotiques sont fonction de la souche, la dose, la durée du 

traitement et les synergies avec les autres souches bactériennes.  

Les probiotiques peuvent entre autres diminuer la diarrhée, améliorer le système immunitaire et 

inhiber la colonisation par des entéropathogènes. Concernant la modulation du système 

immunitaire, les probiotiques vont stimuler la production d’immunoglobuline de type A qui 

exerce un rôle capital dans la défense immunitaire des muqueuses, augmenter la production de 

cytokines anti-inflammation type IL-10 et diminuer la production de cytokines pro-

inflammatoires notamment de type IL-6. Ils vont réduire la colonisation par des agents 

pathogènes en stimulant la production de peptides antimicrobiens qui exercent un effet défensif 

et augmenter la production de mucus qui diminue la perméabilité intestinale. La production 

d’acides gras à chaine courte augmente aussi lors de la prise de probiotique. (Azad et al., 2018). 

2.2.2 Prébiotiques 

Les prébiotiques sont quant à eux des « Ingrédients alimentaires non digestibles par l’hôte et ayant 

un effet bénéfique par leur métabolisme sélectif dans le tractus intestinal. Selon l'ISAPP, trois 

critères sont requis pour un effet prébiotique : la résistance à la dégradation par l'acide gastrique, 

les enzymes ou l'hydrolyse, la fermentation du prébiotique par les germes intestinaux et la 

stimulation sélective de la croissance et/ou de l'activité des micro-organismes positifs de 

l'intestin. » (Hill et al., 2014). Les prébiotiques utilisés sont principalement des oligo-ou 

polysaccharides tels que les fructo-oligosaccarides (FOS), mannane-oligosaccharides (MOS), 

xylooligosaccharides, polydextrose et galactooligosaccharides. Des prébiotiques à longue chaine 

comme l’inuline sont également souvent utilisés.  

L’ajout de prébiotiques semble être une manière efficace d’agir sur le microbiote des chiens 

permettant d’augmenter la proportion de bactéries bénéfiques et de diminuer celle de bactéries 

néfastes. Les prébiotiques, tels que les MOS et FOS, seraient les plus performants pour influencer 

la composition du microbiome et augmenter l’absorption intestinale des minéraux. Ils n’auraient 

par contre pas d’effet sur le système immunitaire canin.  (Pinna et Biagi, 2014).  

Les prébiotiques disponible sur le marché vétérinaire européen pour les chiens présentant des 

troubles gastro-intestinaux sont présentés dans le tableau 1 . 

 



Travail de fin d’études Année académique 2022-2023 17 
 

Tableau 1 : pré-/syn-/post-biotiques vétérinaires ayant une indication digestive chez le chien 

(Recard-Conort, 2015) 

Prébiotique Nom commercial  Laboratoire 

FOS Diarsanyl Ceva santé animale 

FOS (associé à des 
probiotiques) 

Synbiotic D-C  
Pro-kolin 

TVM  
TV 

Inuline (associé à des 
probiotiques) 

Nova probiotics Nova 

MOS (associé à des 
probiotiques) 

Canikur-pro  
Ultradiar 

Boehringer  
MP labo  

FOS, MOS (associé à des 
probiotiques) 

Enteromicro  
Fidavet benedyn, Fidavet 
kaodyn, Fidavet fiberdyn  
Canigest  
Pet phos senior  
Yumpro bioactiv 

MP labo  
Elanco  
TRM  
Sogeval  
Lintbells  

FOS et/ou MOS et/ou 
inuline 

Certaines croquettes à la 
fois dans les gammes 
physiologiques et/ ou 
thérapeutiques.  

Tous les fabricants 
d’aliments diététiques 
vétérinaires (Hill’s, Royal 
canin, Virbac…). 

Information non disponible Facteurs d’Assimilation-
Process (FAP) 

Original process 

 

2.2.3 Synbiotiques 

Des synbiotiques peuvent également être prescrits par le vétérinaire, il s’agit d’une « Association d’un 

probiotique à son substrat prébiotique dans un seul mélange. Ce mélange a la capacité d’assurer la 

survie et la persistance du probiotique dans la flore digestive dans laquelle il se trouve ». 

(Schrezenmeir et de Vrese, 2001).  

Certaines souches bactériennes vont préférentiellement utiliser un type de substrats fermentescibles 

plutôt qu’un autre comme par exemple le GOS qui est rapidement métabolisé par les 

bifidobactéries. Les FOS, sont quant à eux, facilement utilisés par Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium longum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus  acidophilus mais non utilisés par 

Lactobacillus rhamnosus.  

Une synergie est également observée lors de l’utilisation d’un synbiotique plutôt que d’un 

prébiotique ou probiotique séparément.  Comme le montre cette étude réalisée par d'Ogué-

Bon et al. (2010), l’utilisation simultanée de GOS et de Bifidobacterium bifidum induit davantage 

de modulation du microbiote fécal canin par rapport au GOS seul. La combinaison de FOS et de 

Lactobacillus acidophilus entraîne une réduction significative des concentrations fécales 

d’ammoniac  et de certains catabolites par rapport à l'administration séparée de l'une ou l'autre 
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des deux préparations. Il a également été prouvé que l'administration d'un synbiotique 

contenant des Enterococcus, des Streptococcus, des Bifidobacterium, des Lactobacillus, des  FOS  

et des arabinogalactanes provoque un accroissement significatif des concentrations en 

Streptococcus et Enterococcus spp dans le microbiote canin lors de l'administration du 

synbiotique. (Pinna et Biagi, 2014). 

2.2.4 Postbiotiques 

Un postbiotique est défini comme  « une préparation de micro-organismes inactivés et/ou de 

leurs composants qui confère un bénéfice pour la santé de l'hôte. Un postbiotique doit inclure 

une certaine biomasse microbienne non vivante, qu'il s'agisse de cellules microbiennes entières 

ou de composants cellulaires » selon l’ISAAP (2019). Un processus technologique a donc été 

réalisé sur le micro-organisme vivant tels que les bactéries ou les levures pour le tuer. De ce fait, 

ces dernières sont plus stables que leur forme vivante et sont donc plus sécuritaires. (ISAAP 

2019). Parmi les postbiotiques utilisés, les AGCC tels que le butyrate est fréquemment cité, mais 

également les lipopolysaccharides, paroi cellulaires, la lysine, l’acide lactique,.. (Moradi et al., 

2021). 

2.2.5 Probiotiques sur le marché belge contre la diarrhée chez le chien 

Les différents probiotiques commercialisés en Belgique sont repris dans le tableau suivant. Ils 

sont commercialisés par divers laboratoires et les doses des probiotiques présents dans chacun 

de ceux-ci peuvent fortement varier.  

Tableau 2 : Principaux pro-/syn-/post-biotiques vétérinaires à visée digestive chez le chien en 
Belgique (2023) 

Souche Nom commercial Dose  Fabriquant 

Enterococcus faecium (NCIMB 10415) Canigest ® 6,6 x 1011 UFC/kg TRM Pet Nutrition 

Canikur pro ® 2 x 1012 UFC/kg Boehringer 
Ingelheim 

Fortiflora ® 1 x 1012 UFC/kg PURINA® 
PROPLAN® 

Pro-kolin ® 2 x 1011 UFC/kg TVM 

SYNBIOTIC D-C® 2 x 1013 UFC/kg TVM 

Protecdiar KH® 2 x 1010 UFC/kg Ecuphare 

Enteroferm Gel® 1,5 x 1012 UFC/kg Medpets 

Enteromicro® 1,15 x 1012 UFC/kg MP Labo 

Fidavet kaodyn ®, 
fidavet fiberdyn®, 
fidavet benedyn® 

3,5 x 1012 UFC/kg Elanco 

WeFiber Non mentionné Wexo 
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Enterococcus faecium (NCIMB10415) 
Saccharomyces cerevisiae 

WeBiotic Fast® 
 
WeBiotic ® 

1,05 x 1010 UFC/kg  
2.12g/kg 
1,05x109 UFC 
/comprimé 
10mg/comprimé 

WePharm® 

Bacillus subtilis (DSM 5750) et Bacillus 
licheniformis (DSM 5749)  
Saccharomyces cerevisiae 

Vedistop pâte  Pour les 2 bactéries : 
2,56.1011 UFC/kg 

1,5 mg/kg 

Agona Sara scrl 

Hydrolysat de ferments lactiques 
Saccharomyces cerevisiae 

Ultradiar ® Non mentionné 
Non mentionné 

MP labo 

Ferments lactiques  
Saccharomyces cerevisiae 

Vedistop 
poudre/gélules 

Non mentionné 
18 mg/kg 

Agona Sara scrl 

Lactobacillus acidophilus  Intesyl  Non mentionné Sogeval  

Canizyme  76 x 109UFC/kg Ornis  

Enterococcus faecium 25 mg  
Lactobacillus rhamnosus 25 mg  

Bioprotect 2,5x109  UFC/kg 
2,5x109  UFC/kg 

Obione 

Enterococcus faecium (NCIMB10415) 
Lactobacillus acidophilus (DSM13241)  
Lactobacillus rhamnosus (DSM7133)  
Saccharomyces cerevisiae  

Enteromicro  
 

≥4,5x108UFC/comprimé 
≥4,5x108UFC/comprimé 
 
≥4,5x108UFC/comprimé 
1.125 x 109UFC/kg 

MP labo  
 

Bifidobacterium lactis (LA303/LA304)  
Lactobacillus acidophilus (LA201)  
Lactobacillus plantarum (LA 301)  
Lactobacillus salivarius (LA302)  

Flore équilibre  
 

Pour les 5 bactéries : 
17,8.1012UFC/kg 

Wamine  
 

Lactobacillus fermentum (NCIMB41636) 
Lactobacillus plantarum (NCIMB 41638) 
Lactobacillus rhamnosus (NCIMB 41640) 

Procanicaire Pour les 3 
Lactobacillus : ≥3x1011 
UFC/kg 

Ecuphar 

 

3 Méthodes de caractérisation du microbiote 

3.1 Culture  

La culture a longtemps été l’unique moyen de connaitre les bactéries rencontrées dans le 

microbiote canin. Cependant, cette dernière ne permet pas d’identifier l’entièreté des espèces 

présentes. En effet, certaines bactéries ne croissent que sur des milieux de cultures spécifiques 

ou sur des milieux non définis ou non disponibles. De plus, le microbiote canin est 

essentiellement composé de bactéries anaérobies strictes qui sont susceptibles, dès lors, de ne 

pas être préservées lors du prélèvement mais qui nécessitent également des milieux de culture 

spécifiques pour croitre.  

La culture demeure malgré tout essentielle pour tester la sensibilité d’une bactérie à un 

antibiotique. (Suchodolski, 2021) 

  

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Suchodolski%2C+Jan+S
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3.2 qPCR  

Une fois le séquençage du fragment du gène codant pour l’ARNr 16S réalisé pour les bactéries 

ou un séquençage du gène ITS2 pour les levures et les moisissures,  une PCR quantitative, qPCR, 

est aussi utile afin de quantifier de façon absolue les organismes détectés. Cette dernière 

méthode nécessite donc une connaissance préalable des séquences d’ADN à amplifier. 

Dans la qPCR, la mesure de l’amplification se fait en temps réel grâce à un marqueur fluorescent 

dont la fluorescence est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés par la 

PCR.  Une PCR quantitative est donc une analyse rapide (moins de 24h) et hautement 

reproductible (Suchodolski, 2021) 

3.3 Métagénétique  

3.3.1 Métagénétique bactérienne 

Afin d’avoir une analyse bactérienne qualitative dans un échantillon, la méthode de séquençage 

du gène de l’ARN ribosomal 16S peut être utilisée. En effet, l’ADNr 16S est présent dans toutes 

les bactéries et est contenu dans la petite sous-unité 30S des ribosomes 70S. L’ADNr 16S est 

composé de régions conservées, qui vont permettre de capturer des fragments du gène codant 

pour l’ARN ribosomial 16S via des amorces (par exemple pour séquencer le fragment V1-V3), et 

de régions variables grâce à laquelle les taxons bactériens vont être discriminés. Pour cette 

méthode d’identification bactérienne, l’ADN est en premier lieu amplifié, puis séquencé et 

finalement analysé sur base d’un fichier informatique afin de connaitre les bactéries présentes 

dans l’échantillon.  (Suchodolski, 2021 ; Church et al., 2020) 

3.3.1 Métagénétique fongique 

Comme pour les bactéries où c’est l’ADNr 16S qui est utilisé, la partie ITS2 de l’ADN ribosomique 

des levures et moisissures est étudiée afin d’analyser qualitativement les levures présentes dans 

l’échantillon. La partie ITS, englobant les régions ITS 1 et ITS2,  possède une grande variabilité 

selon le statut de l’espèce et est non codante.  Les amorces sont donc souvent conçues sur la 

base des séquences des régions codantes pour l’ADNr étant donné que ces dernières contiennent 

des régions hautement conservées et peu variables. L’ADNr 5.8S  peut permettre de donner des 

informations taxonomiques précises. La partie ITS est située entre les gènes codant pour l’ARNr 

18S et 28S. (Ciardo et al., 2005 ; Ceugniez et al., 2017).  

Grâce à la métagénétique, il est désormais possible d’identifier des espèces du microbiote 

intestinal qui ne sont pas cultivables. Cependant, la métagénétique ne fournit pas d’information 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Suchodolski%2C+Jan+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Suchodolski%2C+Jan+S
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sur les capacités fonctionnelles, ni sur la viabilité des agents présents dans le microbiote, ni même 

sur leurs concentrations absolues. 

3.4 Analyse après traitement au PMA 

Un traitement à base de monoazide de propidum peut être réalisé afin de neutraliser la présence 

d’ADN libre et celui de bactéries mortes dans un échantillon. Le PMA est un colorant, qui soumis 

à la photo activation, forme des liaisons covalentes avec l’ADN. En effet, ce dernier se lie 

préférentiellement à de l’ADN double brin, et ce, de manière permanente. Cependant, afin que 

le PMA puisse se lier à de l’ADN double brin, il est impératif que celui-ci se trouve libre dans le 

milieu étant donné que la membrane cellulaire intacte est imperméable au PMA. Une 

différenciation entre les bactéries vivantes et mortes est donc réalisable. Cette distinction est 

essentielle car elle permet de réaliser une PCR quantitative uniquement sur les bactéries vivantes 

et donc potentiellement actives. (Wagner et al., 2008) 

4 Objectifs 

L’objectif des analyses de laboratoire réalisées dans le cadre de ce travail est de comparer la 

composition mentionnée sur l’étiquette des probiotiques sélectionnés à savoir Ultradiar®, 

WeBiotic® et Fortiflora® à la composition réelle du produit.  

5 Matériels et Méthodes 

5.1 Caractérisations générales  

Trois probiotiques régulièrement prescrits par des vétérinaires canins suite à une diarrhée aigue 

ont été sélectionnés. Il s’agit : 

- Ultradiar®, produit par MP labo, est composé de Poudre 

de baie de myrtilles, poudre de caroube, argile 

montmorillonite, levure de bière (Saccharomyces 

cerevisiae), charbon actif, hydrolysats de ferments 

lactiques (Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus bulgaricus).  

Ce probiotique est vendu par boite de 200 gélules. Il est 

recommandé de donner 1 à 2 gélules par jour pour 10 kg 

de poids de chien. Il peut être soit avalé directement par le chien lors d’un repas ou il peut 

être mélangé à la nourriture après ouverture de la gélule. Aucune publication n’est 

disponible pour ce probiotique. 

Figure 3 : Complément alimentaire Ultradiar® pour 
chien et chat, produit par MP labo, 
https://www.pharmapets.be/nl/ultradiar-
200caps.html?gclid=CjwKCAjw0N6hBhAUEiwAXab-
TdbplgnJFPj5oiRyRy1fGQ3m3OC83ehZ0m8JZmhOAJ8_H-

ITDza_EBoC-CEQAvD_BwE, consulté le 12 avril 2023 

https://www.pharmapets.be/nl/ultradiar-200caps.html?gclid=CjwKCAjw0N6hBhAUEiwAXab-TdbplgnJFPj5oiRyRy1fGQ3m3OC83ehZ0m8JZmhOAJ8_H-ITDza_EBoC-CEQAvD_BwE
https://www.pharmapets.be/nl/ultradiar-200caps.html?gclid=CjwKCAjw0N6hBhAUEiwAXab-TdbplgnJFPj5oiRyRy1fGQ3m3OC83ehZ0m8JZmhOAJ8_H-ITDza_EBoC-CEQAvD_BwE
https://www.pharmapets.be/nl/ultradiar-200caps.html?gclid=CjwKCAjw0N6hBhAUEiwAXab-TdbplgnJFPj5oiRyRy1fGQ3m3OC83ehZ0m8JZmhOAJ8_H-ITDza_EBoC-CEQAvD_BwE
https://www.pharmapets.be/nl/ultradiar-200caps.html?gclid=CjwKCAjw0N6hBhAUEiwAXab-TdbplgnJFPj5oiRyRy1fGQ3m3OC83ehZ0m8JZmhOAJ8_H-ITDza_EBoC-CEQAvD_BwE
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- WeBiotic® qui est produit par Wepharm®. Chaque comprimé est 

composé de bentonite : 100mg, pectine : 55 mg, FOS: 20 mg, levures 

(Saccharomyces cerevisiae) : 10 mg, Enterococcus faecium : 

1,05x109 UFC (54 mg), glutamine (protéine de soja/acide 

glutamique) : 100 mg / 14 mg, vitamine B1 (thiamine) : 4,8 mg, 

vitamine B2 (riboflavine) : 14,4 mg, vitamine B6 (pyridoxine) : 3,6 mg.  

Ce probiotique se vend par boite de 30 ou 120 comprimés. Les 

comprimés sont à donner directement dans la bouches durant 7 jours 

consécutifs. Le dosage recommandé est de : < 8kg : 1 comprimé/jour ; 8-16 kg : 2 

comprimés/jour ; 16-30kg : 3 comprimés/jour ; >30kg : 4 comprimés/jour.   

Aucune publication n’est disponible pour ce probiotique.  

- Fortiflora®, produit par Purina® Pro Plan ®. Ce probiotique est composé 

de  viande et sous-produits d'origine animale, sulfate de fer 

monohydraté : 730 mg/kg, iodate de calcium anhydre : 18 mg/kg, cuivre 

E4 : 110 mg/kg, sulfate de manganèse monohydraté : 340 mg/kg, sulfate 

de zinc monohydraté : 1.100 mg/kg, sélénium : 1,0 mg/kg, Enterococcus 

faecium SF 68 NCIMB 10415 (4b1705) : 1x1012 CFU/kg.  

Pour administrer ce probiotique, il est conseillé de donner en une seul 

prise la totalité du sachet sur la nourriture du chien et ce pendant au 

moins 30 jours. Ce complément est vendu dans une boite contenant 

30 sachets.  

Quatre publications ont été réalisées sur le complément alimentaire 

Fortiflora®.  

Une étude randomisée a été réalisée sur la stabilité du microbiote oral canin de 13 chiens (valeur 

moyenne de 13,5 mois et 26 kg) après administration durant 4 semaines du probiotique 

Fortiflora® selon les recommandations du fabricant. Tous les chiens ont reçu une alimentation 

Purina® Pro Plan® agneau, poulet ou saumon. Des échantillons oraux ont été prélevé à raison 

d’une fois par semaine durant sept semaines. L’administration du probiotique n’a pas eu d’effet 

significatif sur l’abondance relative des taxons bactériens buccaux lorsque le groupe test et le 

groupe témoin ont été comparé. (Bell et al., 2020) 

Une seconde étude randomisée en simple aveugle a été réalisée sur l’évaluation de la 

complémentation du probiotique Fortiflora® comme traitement d’appoint pour des chiens 

Figure 4 : complément alimentaire 
WeBiotic® pour chien et chat, produit 
par Wepharm®, 
https://www.ruffdog.pt/product/webi
otic, consulté le 12 avril 2023 

Figure 5: Complément alimentaire 
Fortiflora, produit par Purina Pro 
Plan, complément pour chien, 
https://www.purina.be/fr/chien/alim
entation-chien/produit-proplan-
veterinary-diets-fortiflora-
supplement,  consulté le 12 avril 2023 

https://www.ruffdog.pt/product/webiotic
https://www.ruffdog.pt/product/webiotic
https://www.purina.be/fr/chien/alimentation-chien/produit-proplan-veterinary-diets-fortiflora-supplement
https://www.purina.be/fr/chien/alimentation-chien/produit-proplan-veterinary-diets-fortiflora-supplement
https://www.purina.be/fr/chien/alimentation-chien/produit-proplan-veterinary-diets-fortiflora-supplement
https://www.purina.be/fr/chien/alimentation-chien/produit-proplan-veterinary-diets-fortiflora-supplement
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adultes atteints de dermatite atopique environnementale sensible à l’oclacitinib.  L’étude a été 

réalisée sur 40 chiens durant 12 semaines, dont la dermatite atopique était préalablement stable 

durant minimum 6 mois . Les chiens du groupe test ont reçu deux fois par jour 1g du complément 

soit 1×108 UFC/g d’Enterococcus faecium SF68 et ceux du groupe témoin ont reçu un placebo. 

Après 8 semaines de traitement, les doses d’oclacitinib ont été diminué de 25% chez le groupe 

test. Sur base des signes cliniques visuels de dermatite atopique, la supplémentation en 

probiotique n’a montré aucune différence clinique suite à la réduction de la dose d’oclacitinib 

par rapport au groupe témoin. (Yamazaki et al.,2019) 

La troisième étude randomisée en simple aveugle a été réalisée sur l’effet de l’administration du 

probiotique Fortiflora®  sur le microbiote fécal et les signes gastro-intestinaux (vomissement et 

diarrhée) chez des chats ayant reçu l’antibiotique amoxicilline-clavulanique. Les 27 chats de 

l’étude ont reçu durant 7 jours l’antibiotique soit avec une complémentation pendant 14 jours 

du probiotique, selon les recommandation du fabricant, pour le groupe test soit sans 

complémentation pour le groupe témoin. Aucune différence quant à la diversité du microbiote 

fécal n’a été détecté entre le groupe témoin et le groupe test, cependant, une complémentation 

en Enterococcus faecium SF68 a pu atténuer la diarrhée associé à l’administration d’amoxicilline-

acide clavulanique. (Torres-Henderson et al., 2017) 

La dernière étude réalisée sur le complément Fortiflora® a porté sur 32 chiens de refuge atteints 

de diarrhée ayant reçu du métronidazole avec et sans probiotique. Les chiens étaient atteints par 

un ou plusieurs des agents entérique suivant : Giardia sp., Cryptosporidium sp., et l’entérotoxine 

de Clostridium perfringens.  Les chiens ont reçu du métronidazole durant 7 jours avec ou sans 

Enterococcus faecium SF68  à dose de 5x108 UFC/dose 1 fois par jour. L’étude permet de conclure 

que les chiens ayant reçu la bithérapie avait un pourcentage de jours avec des selles normales 

significativement plus élevé que ceux du groupe témoin. (Fenimore et al., 2017) 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cryptosporidium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/clostridium-perfringens
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5.2 Analyses des échantillons 

Les échantillons ont été analysés sans avoir subi préalablement de traitement au PMA.  

5.2.1 Extraction et purification de l’ADN  

Chacun des échantillons de probiotique Fortiflora®, Ultradiar® et WeBiotic® ont été solubilisés 

dans le tampon de lyse du kit Qiagen et l’extraction de l'ADN total de chaque suspension primaire 

a été réalisée avec le kit d'extraction DNeasy Blood & Tissue DNA (Qiagen, Venlo, Pays-Bas) 

suivant les recommandations du fabricant. L'ADN total obtenu a été élué dans de l'eau sans 

DNAse/RNAse et quantifié à l’aide d’un spectrophotomètre NanoDrop ND-1000 (Isogen, St-

Pieters-Leeuw, Belgique). Finalement, le stockage des échantillons d'ADN pur a été réalisé à 

- 20 °C jusqu'à leur utilisation pour le séquençage. (Ceugniez et al., 2017).  

5.2.2 Analyses bactériennes via ARN 16S 

1. Amplification et séquençage de la bibliothèque des fragments V1-V3 du gène de l'ARNr 

16S  

Des librairies d’ADN bactérien ont été préparées pour chacun des échantillons : Fortiflora®, 

Ultradiar® et WeBiotic®. L’utilisation des amorces (avec des adaptateurs Illumina), en sens direct 

(5’-GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3 ’) et en sens inverse (5’-ACCGCGGCTGCTGGCAC-3’), ont 

permis de réaliser une amplification par PCR de la région hypervariable V1-V3 de l’ADNr 16S 

bactérien. (Nguyen Cong et al., 2020).  

Un procédé de purification a pu être réalisé pour chaque produit de PCR  à l’aide du kit de billes 

Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA). Ensuite, chacun de ses produits 

ont été soumis à un second cycle de PCR pour indexation à l’aide des  amorces d’index Nextera 

XT 1 et 2. Ils seront ensuite quantifiés via le Quant-IT PicoGreen (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) et dilué à 10 ng / μL.  

Finalement,  chaque échantillon de la bibliothèque a été soumis à une PCR quantitative 

(quantification finale) en utilisant le kit KAPA SYBR FAST qPCR (Kapa- Biosystems, Wilmington, 

MA, USA) avant normalisation, regroupement et séquençage sur un séquenceur MiSeq à l’aide 

du réactif v3 (Illumina, San Diego, Californie, États-Unis). 

Un contrôle positif utilisant l'ADN de 20 espèces bactériennes définies et un contrôle négatif (de 

l'étape PCR) ont été inclus lors des cycles de séquençage (Nguyen Cong et al., 2020). 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/dna-extraction
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2. Traitement bioinformatique des séquences  

Le progiciel MOTHUR v1.39.5 et l'algorithme VSEARCH ont été utilisés pour l’alignement, le 

regroupement et la détection des chimères. Une distance de 0,03 a été utilisée afin de générer 

des unités taxonomiques opérationnelles (OTU). « L'alignement de référence 16S et l'attribution 

taxonomique étaient basés sur la base de données SILVA (v1.28) de séquences d'ARNr 16S pleine 

longueur » (Nguyen Cong et al., 2020). 

Au départ, un nombres « X » de séquences brutes est présent. Ces dernières vont subir un 

nettoyage, suivant la longueur et la qualité des séquences, ainsi qu’une élimination des 

contaminants chimériques, ce qui donne un nombre « Y » de séquences. Un pourcentage de ce 

nombre « Y » de séquence est utilisé comme un sous-échantillonnage pour le regroupement en 

OTU et leur assignation taxonomique à partir du même nombre de séquences de départ (Nguyen 

Cong et al., 2020). 

3. Analyse qualitative et quantitative  

Un tableau reprenant les espèces des bactéries présentes dans les échantillons ainsi que leur 

valeur quantitative relative a été réalisée. 

5.2.3 Analyses des levures via ITS  

1. Construction et séquençage d’une bibliothèque de gènes d’ADN 5.8S-ITS2 

Des amorces universelles avec des adaptateurs Overhand Illumina ciblant la région ITS2 ont 

permis de préparer des bibliothèques de PCR d'ADNr 5.8S-ITS2 pour chacun des échantillons 

Ultradiar® et WeBiotic®. L'amorce directe ITS3KYO2 (5′-GATGAAGAACGYAGYRAA-3′) et l'amorce 

inverse ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) ont été utilisées. La purification de chaque produit 

de PCR a été réalisée avec le kit de billes Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, 

USA). La deuxième PCR d'indexation a été effectuée à l’aide des amorces d'index Nextera XT 1 et 

2 (Illumina, San Diego, USA). Les produits de PCR ont été purifiés comme précédemment et les 

quantifications ont été réalisées avec le Quant-IT PicoGreen (ThermoFisher Scientific, Waltham, 

USA). (Ceugniez et al., 2017) 

Après quantification, chaque produit PCR a été dilué à 10  ng/μL avec du Tris 10 mM Tween 20 

0,05 % et ensuite tous les produits de PCR ont été mélangés ensemble. Afin de vérifier que 

la librairie était exempte de bandes indésirables, un gel d'agarose 1% a été utilisé. Dans le cas 

contraire, une nouvelle purification a été effectuée avec des billes AMPure XP. Le kit KAPA SYBR® 
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FAST qPCR (KapaBiosystems, Wilmington, USA) a permis une quantification précise, via qPCR, de 

chaque échantillon de la bibliothèque. Finalement une étape de normalisation, pooling et 

séquençage sur un séquenceur MiSeq à l'aide de réactifs v3 (Illumina, USA) a été effectué. 

(Ceugniez et al., 2017). 

2. Analyse bio-informatique 

Le traitement des lectures de séquence a été réalisé via le progiciel MOTHUR v1.35 et de 

l'algorithme UCHIME (http://drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html). Une distance de 

0,03 a été utilisée afin de générer l'unité taxonomique opérationnelle (OTU). La base de données 

UNITE v6 des séquences d'ADNr ITS1-5.8S-ITS2 pleine longueur a servi de base pour l'alignement 

de référence de l'ADNr ITS2-5.8S et l'attribution taxonomique. La longueur moyenne est de 

351  pb. (Ceugniez et al., 2017). 

6 Résultats  

6.1 WeBiotic ® 

Le résultat de l’analyse Métagénétique bactérienne est présenté à la figure 6 et montre que l’ADN 

de 4 bactéries majoritaires a été détecté. Le graphique montre une nette supériorité des 

Enterococcus faecium à raison de 69.54%, suivis par les Paraclostridium 

bifermentans/benzoelyticum à 25.51%, Peptostreptococcus russellii à  3.25% et Clostridium 

perfringens à 0.2%. Les autres bactéries présentent en minorité et non pathogènes ont été 

rassemblées sous l’appellation « autres » et représentent ensemble 1.5%. Cette analyse a aussi 

mis en évidence de l’ADN ribosomal de chloroplastes de Soja à hauteur de 25.24% des séquences 

totales séquencées.  Ces séquences ont été éliminées pour les calculs de pourcentage de 

séquences bactériennes. 

Figure 6 : Analyse Métagénétique bactérienne du produit WeBiotic® 

 

http://drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html
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Sur base de l’analyse Métagénétique fongique, figure 7, les analyses montrent que 

Saccharomyces cerevisiae est présent à hauteur de 100% après élimination des séquences issues 

de chloroplastes de soja et qui représentaient 32,18% des séquences obtenues.  

Figure 7 :  Analyse Métagénétique fongique du produit WeBiotic® 

 

6.2 Fortiflora® 

La figure 8 montre la nature de l’ADN bactérien présent dans le probiotique Fortiflora®. Le 

graphique montre une nette supériorité des Enterococcus faecium à raison de 66.75%, suivi  de 

Lactococcus sp. à 9.08%, Clostridium perfringens à 7.89%, Lactococcus raffinolactis à 4.65%, 

Lactococcus garvieae à 2.85%, Streptococcus gallolyticus subsp. Macedonicus à 1.77%, les 

Burkholderi à 1.24% et finalement un ensemble de 166 autres bactéries représentant 5.77% .  

Figure 8 : Analyse métagénétique bactérienne du produit Fortiflora® 
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6.3 Ultradiar® 

Les analyses Métagénétiques bactérienne et fongique du complément Ultradiar® n’ont donné 

aucune amplification.  Le dosage PCR Kapa n’a également pas donné de résultat, il n’y a pas donc 

pas d’ADN de bactéries, ni de levure dans le produit en quantité suffisante pour être amplifié.  

7 Discussions  

Il est nécessaire de rester prudent quant à l’interprétation des résultats. En effet, les résultats 

ont été obtenu sur base d’un seul échantillon par produit et ne représentent donc pas la 

population bactérienne et fongique moyenne retrouvée dans chacun de ces produits. De plus, il 

faut rester prudent quant à la comparaison entre l’étiquette du produit et les résultats des 

échantillons car la méthode d’analyse utilisée nous impose des limites. En effet, idéalement un 

prétraitement à base de monoazide de propidium aurait dû être préalablement réalisé pour 

s’assurer de la viabilité des souches dont l’ADN a été retrouvé.  Les conséquences de la présence 

de ces autres espèces bactériennes, même si elles sont inactivées, pose quand même question.  

De plus, une analyse quantitative aurait permis de davantage comparer l’étiquette avec les 

résultats obtenu.  

7.1 WeBiotic® 

Selon l’étiquette, le complément alimentaire WeBiotic® doit contenir 54mg d’Enterococcus 

faecium et 10mg de Saccharomyces cerevisiae par comprimé. Les analyses sur base de l’ADNr 

16S et de l’ITS2 ne sont pas prévues pour quantifier un dosage précis de bactéries ou de levures, 

une analyse qPCR, réalisée en parallèle, aurait pu répondre à cette question. L’étude réalisée 

dans le cadre de ce travail peut donc seulement attester de la présence d’ADN d’Enterococcus 

faecium ainsi que de Saccharomyces cerevisiae dans ce probiotique, mais ne peut pas quantifier 

leur dosage, ni valider leur viabilité. La bactérie Enterococcus faecium et la levure Saccharomyces 

cerevisiae représentent néanmoins la majorité des séquences obtenues.  

Sur base de cette analyse, la présence d’ADN de soja et d’autres bactéries comme 

Paraclostridium bifermentans, Paraclostridium benzoelyticum, Peptostreptococcus russellii et 

Clostridium perfringens a également été retrouvé.  

Le soja est la source principale de protéines présentes dans le probiotique. La provenance du soja 

n’est pas mentionnée sur l’emballage du produit. Dès lors, sur base du règlement (UE) 

n°619/2011, il est supposé que le probiotique contient moins de 0.9% d’organisme 
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génétiquement modifié. En effet, la loi mentionne que « les denrées alimentaires contenant une 

quantité correspondante ne dépassant pas 0.9% d’organisme génétiquement modifié, pour 

autant qu’elle soit fortuite ou techniquement inévitable, ne sont pas soumis à une information 

écrite obligatoire sur le produit ». (règlement (UE) No 619/2011 de la commission du 24 juin 

2011) 

Le soja est une des principales sources végétales d’Enterococcus spp. Lors de la fermentation du 

soja, la bactérie Enterococcus faecium se développe et atteint des concentration de 106-107 

UFC/g en 48h de fermentation. Le lait de soja est quant à lui un excellent milieu de croissance 

pour les bactéries lactiques étant donné que le soja apporte des hydrates de carbone 

fermentescibles. De plus, les bactéries Enterococcus sont peu exigeantes en facteurs de 

croissance et se multiplient donc aisément sur les géloses ordinaires Trypticase-Soja (TS) après 

incubation. La raison de la présence du soja dans le produit demeure inconnue, des suppositions 

peuvent cependant être réalisées quant à son rôle. En effet, il peut être présent comme source 

d’Enterococcus, comme excipient ou comme contaminant d’un ingrédient présent dans le 

produit. (Aguilar-Galvez et al., 2012 ; Mital et Steinkraus, 1975). 

Etant donné qu’aucun traitement à base de monoazide de propidium n’a été réalisé avant 

l’analyse du complément alimentaire WeBiotic®, les bactéries Paraclostridium bifermentans, 

Paraclostridium benzoelyticum, Peptostreptococcus russellii et Clostridium perfringens ne sont 

pas forcément présents sous forme viable dans le produit. Les conséquences de leur présence 

sont tout de même développées ci-dessous. 

Une étude a récemment démontré que lorsqu’une souris est infectée par Clostridioides difficile, 

l’ajout de Paraclostridium bifermentans a un impact positif sur la survie de la souris. En effet,  

Paraclostridium bifermentans entre en compétition pour les acides aminés avec Clostridium 

difficile, ces derniers étant nécessaire à la croissance de la bactérie pathogène. Cette compétition 

module donc la colonisation, la croissance et la virulence de Clostridium difficile ce qui impacte 

la survie de l’hôte en réduisant la gravité de la maladie. (Girinathan et al., 2021).   

Chez la souris gnotobiote, il a également été démontré qu’un déficit en tryptophane d’origine 

alimentaire provoque des colites et qu’une supplémentation en cette acide aminé essentiel aide 

à lutter contre le processus inflammatoire. Peptostreptococcus russellii est un bactérie qui 

métabolise le tryptophane et protège donc l’hôte de la colite en transformant le tryptophane en 

acide indoleacrylique, qui, via son récepteur, améliore la fonction de la barrière épithéliale. De 

plus, le tryptophane provenant de l’alimentation a également une influence sur l'immunité 
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épithéliale via la stimulation de la production de peptides antimicrobiens qui aident à réguler la 

composition du microbiote intestinal et protègent des infections par des agents pathogènes 

opportunistes. (Schröder et al., 2020) 

La bactérie Clostridium perfringens est une composante de la flore commensale du chien. 

Cependant, lorsqu’une surcroissance de cette dernière est présente, elle est responsable de le 

diarrhée aigue hémorragique chez le chien. La raison de la présence de cette bactérie ainsi que 

son origine demeure inconnue. Il est supposé qu’il s’agit d’une contamination indésirable dans 

le produit.  

7.2 Fortiflora® 

Selon l’étiquette, le complément Fortiflora® doit contenir 1x1012 CFU/kg d’Enterococcus faecium 

SF 68. Les résultats obtenus suite à l’analyse permettent de confirmer la présence en proportion 

notable d’ADN de cette bactérie.  

Sur base de l’analyse, de l’ADN d’une espèce non identifiée de Lactococcus et des bactéries 

Clostridium perfringens, Lactococcus raffinolactis, Lactococcus garvieae, Streptococcus 

gallolyticus subsp. macedonicus, Burkholderia et encore de 166 autres espèces bactériennes sont 

également présents dans le complément. Cette multitude d’espèces différentes avec pour 

réservoir, dans l’ordre, les produits fermentés, l’environnement et/ou le tube digestif pose 

question sur la maîtrise de la qualité des matières premières utilisées pour la fabrication de ce 

complément alimentaire. 

Clostridium perfringens est présent en proportion non négligeable dans le produit. Elle peut 

provenir d’une matière première ou d’une recontamination. C’est une bactérie présente 

naturellement dans l’intestin du chien. De plus, même si quelques études indiquent que 

Clostridium perfringens peut être un entéropathogène primaire chez le chien la plupart des 

études suggèrent qu’il s’agit plutôt d’un agent opportuniste dans cette espèce. Il demeure 

cependant inexpliqué la raison pour laquelle l’ADN de cette bactérie est présent en telle quantité 

dans l’échantillon. (Mehdizadeh Gohari et al., 2020 ; Silva et Lobato, 2015)  

De l’ADN de Lactococcus est également présent dans ce probiotique. Une étude réalisée par Jung 

et al. en 2020, suggère que Lactococcus raffinolactis a des applications industrielles potentielles. 

En effet, cette dernière est capable de fermenter les α-galactosides comme le raffinose qui sont 

prédominant dans les aliments dérivés du soja. Les α-galactosides peuvent provoquer des 

flatulences et de la diarrhée chez le chien et par conséquent l’utilisation de cette bactérie est un 

https://journals.sagepub.com/doi/10.1177/1040638720904714#con1
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avantage significatif. Lactococcus garvieae est quant à lui un pathogène mortel des poissons. 

Chez l’homme, elle peut provoquer de rares bactériémies et endocardites et atteint très 

rarement le chien. La bactérie peut être présente suite à une contamination ou présente dans le 

complément sous forme vivante ou morte. (Jung et al., 2020 ; Thiry et al., 2021) 

Préalablement, dans l’alimentation humaine, un enrichissement en acide folique était 

obligatoire. Cependant, les scientifiques ont remis en question cette obligation à cause des effets 

secondaires indésirables potentiels lors de consommation excessive. La bactérie Streptococcus 

gallolyticus subsp. macedonicus est capable de produire des formes naturelles de folate qui 

pourraient prévenir les carences sans causer d’effets indésirables.  Il s’agit donc d’une bactérie 

prometteuse dans les applications technologiques. (Laiño et al, 2019).  

7.3 Ultradiar® 

L’analyse sur base de l’ADNr 16S n’a donné aucun résultat car les bactéries présentes dans le 

produit sont hydrolysées. En effet, l’hydrolyse a fragmenté de manière trop intensive les 

composants des bactéries ; aucun fragment d’ADN de plus de 500 bases n’était donc présent, et, 

de ce fait, l’amplification n’a donné aucun résultat. Il est donc impossible d’aller plus loin sur 

l’étude de la composition bactérienne de départ de ce probiotique avec les techniques qui ont 

été utilisées pour ce travail. Cependant, ce n’est pas pour autant que ces bactéries n’ont pas été 

utilisées pour la fabrication de ce produit. Des techniques basées sur le séquençage de plus petits 

fragments d’ADN pourraient être utilisées pour la caractérisation de produits hydrolysés. 

(Suchodolski, 2021) 

L’analyse métagénétique fongique et le dosage PCR Kapa du complément Ultradiar® n’ont 

également donné aucun résultat. Sur l’étiquetage du produit il n’est pas mentionné s’il s’agit de 

levure vivante ou hydrolysée. En effet, une hydrolyse trop intensive de la levure pourrait 

expliquer l’absence de résultat avec les méthodes d’analyse utilisée dans le cadre de ce travail.   

  

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Suchodolski%2C+Jan+S
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8 Conclusions 

Au cours de la vie du chien, le microbiote intestinal évolue tout en demeurant unique et 

spécifique pour chaque individu. Ce dernier est composé majoritairement par des bactéries et 

minoritairement par des virus, des champignons et des archées.  Il exerce un rôle essentiel pour 

la santé canine en influençant l’absorption et le métabolisme des nutriments,  la défense de 

l’hôte contre les agents pathogènes et la régulation de son système immunitaire. Une 

modification dans sa composition  qualitative ou quantitative a donc un impact significatif sur la 

santé du chien. Lorsque le chien est atteint de diarrhée aigue, un déséquilibre est observé et a 

pu être étudié plus précisément grâce aux nouvelles technologies de séquençage à haut débit. 

La problématique de l’antibiorésistance étant un sujet critique depuis quelques années, de 

nouvelles recherches scientifiques ont été publiées afin de limiter l’utilisation des antibiotiques. 

L’utilisation des pro-/pré-/syn-/post-biotiques a été étudiée afin d’avoir une approche plus 

écologique en vue d’améliorer l’équilibre du microbiote intestinal voir de restaurer sa 

composition initiale. Les effets observés chez le chien sont fonction du type de pro-/pré-/syn-

/post-biotiques, de sa posologie et de son alimentation. Dès lors, un résultat  observé chez un 

individu pour un complément donné ne peut donc pas être étendu à un autre produit. Les 

connaissances actuelles des scientifiques ne permettent donc pas de restaurer un microbiote 

intestinal physiologique. 

Les analyses réalisées dans le cadre de ce travail permettent de certifier la présence d’ADN 

d’Enterococcus faecium SF68 en proportion notable dans le complément Fortiflora® et 

également de prouver la présence de Saccharomyces cerevisiae et d’Enterococcus faecium en 

proportions non négligeables dans le probiotique WeBiotic®. L’analyse sur base de l’ADNr 16S et 

d’ITS2 du complément Ultradiar® n’ont donné aucun résultat étant donné qu’il s’agit d’un 

hydrolysat de ferments lactiques et potentiellement de levure hydrolysée. Les conséquences de 

la présence des autres espèces bactériennes dans les probiotique Fortiflora® et WeBiotic®, même 

si elles sont inactivées, pose quand même question. 

Afin d’aller plus loin, il serait intéressant de réaliser une étude de quantification des formes 

viables des micro-organismes revendiqués et sur l’efficacité des probiotiques Fortiflora®, 

WeBiotic® et Ultradiar® sur des chiens atteints de diarrhée aigue.  
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ANNEXES 

Annexe 1 : Résultat brute d’analyse ARN16S WeBiotic® et Fortiflora® 
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Annexe 2 : Résultat brute d’analyse ITS WeBiotic®  

 


