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INTRODUCTION

Le taux de mortalité entre la naissance et le sevrage varie de 9,0% a 21,7% en élevage
canin selon les études (Nielen et al, 1998 ; Indrebo et al, 2007 ; Tonnessen et al, 2012 ; Mila
et al, 2012). Ces taux ne sont pas comparables a ceux des autres productions animales dont
1’objectif, pour la filiere bovine, est de rester en dessous de 5% de mortalité. Par exemple, une
¢tude de I’INRA montre que la mortalité¢ des veaux en ¢élevage laitier et allaitant est de 5,5%
(Perrin et al. 2011). Ces mortalités engendrent des pertes économiques conséquentes pour les
¢leveurs mais restent peu étudiées dans I’espece canine par rapport aux especes €levées pour

la viande, le lait, ou pour leurs performances sportives (comme les chevaux).

La mortalité¢ durant les deux premiers mois de vie, de la naissance jusqu’au sevrage, est
donc élevée chez la chienne mais non homogene tout au long de cette période. On divise la
mortalité de ces deux premiers mois en plusieurs périodes: périnatale (mortinatalité),
néonatale précoce (mort au cours de la premiere semaine de vie), néonatale tardive (mort
entre 7 et 21 jours) et pédiatrique (apres 21 jours et jusqu’au sevrage). En prenant pour
exemple les études de Nielen et al. (1998) et Mila et al. (2012), les mortalités au sevrage sans
compter les mort-nés atteignent 12,2% et 15,0% dont 83,6% et 72,0% correspondent a la

mortalité néonatale. Les 3 premicres semaines de vie sont donc les périodes les plus a risque.

Les sécrétions lactées (que ce soit le colostrum ou le lait) jouent un role majeur dans la
croissance mais aussi dans la survie des chiots. Ainsi, la croissance du chiot durant les 2
premiers jours de vie (Mila et al. 2015b), reflétant I’apport énergétique du colostrum et du
lait, et le taux sérique d’immunoglobulines de classe G (IgG) du chiot a J2 (Mila et al. 2014),
reflétant 1’apport immunologique via les sécrétions lactées, ont un impact sur le risque de
mortalité néonatale du chiot. Les sécrétions lactées permettent un apport nutritionnel, offrent
une protection passive contre les agents pathogénes et jouent un role dans la maturation des
organes chez le chiot. Le role immunologique majeur des sécrétions lactées repose sur la
présence d’immunoglobulines. En effet, méme si le chiot posséde un systtme immunitaire
fonctionnel a la naissance, il ne pourra pas se protéger lui-méme car son systeme est dit
«naif». De plus, il nait presque agammaglobulinémique du fait de la placentation
endothéliochoriale de I’espece canine pour laquelle 4 couches tissulaires séparent les sangs
maternel et feetaux, empéchant ainsi la traversée des immunoglobulines (Saint-Dizier et
Chastant-Maillard 2014). Le chiot acquiert donc une immunité systémique passive grace a
I’ingestion des immunoglobulines G du colostrum. De la quantité d’immunoglobulines totales

circulantes apres ingestion du colostrum, 5 a 15% sont d’origine placentaire, la majorité étant
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d’origine colostrale (Chappuis 1998 ; Chastant-Maillard et al. 2012; Dall’Ara et al. 2015). 11
est donc essentiel que I’ingestion du colostrum apporte une quantit¢ suffisante

d’immunoglobulines pour permettre au chiot d’avoir une immunité systémique fonctionnelle.

De plus, la muqueuse intestinale n’est perméable aux immunoglobulines seulement
pendant quelques heures aprées la naissance. Elle commence méme entre 4 et 8 heures apres la
naissance (Chastant-Maillard et al. 2012). La prise colostrale doit étre précoce pour assurer un
bon transfert d’immunoglobulines. Malgré la fermeture, les immunoglobulines présentes dans
les sécrétions lactées assurent une immunité locale dans le tube digestif avec un piégeage des

agents pathogenes.

Parallelement, le chiot nait dans un milieu riche en pathogénes (bactéries et virus
spécifiques et/ou opportunistes) et y est tres sensible. Les sécrétions lactées apportent des
immunoglobulines mais aussi de nombreux autres facteurs immunologiques tels que des
cellules appartenant a la lignée blanche, des cytokines, des molécules bactériostatiques et
bactéricides, etc. Ces divers composants permettent de lutter contre les agents pathogenes
présents dans le tractus digestif et assurent aussi une immunité systémique grace a

I’absorption des immunoglobulines G.

La qualit¢ immunologique du colostrum et du lait est donc essentielle pour permettre un
bon transfert d’immunité passive et une protection locale. L’objectif de cette étude est donc
de décrire I’évolution de la concentration en immunoglobulines de classe G (immunité
systémique et locale) et de classe A (immunité locale) dans les sécrétions lactées de la mise
bas a 21 jours de lactation et d’étudier les différents facteurs de variation pouvant avoir un

role sur la quantité d’immunoglobulines présentes dans les sécrétions lactées.

La premiere partie fera le point sur les composants participant a I’'immunité systémique et
locale apportés par la mere aux chiots et aux roles qui leur sont propres ; la deuxiéme partie
portera que I’étude expérimentale (53 chiennes et 753 échantillons) avec une présentation des

résultats obtenus et une discussion de ceux-ci.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette partie bibliographique rappellera les différents facteurs contenus dans les sécrétions
mammaires et ayant une action dans la protection immunologique de 1’organisme du chiot

nouveau-né.

I. Les immunoglobulines

A. Classes d’immunoglobulines

Les immunoglobulines (Ig) forment une famille de protéines dans laquelle on distingue
cinq classes : 1gG, IgA, IgM, IgE, IgD ; qui se fixent un antigéne spécifique (Roitt et al.
2002). Chez les carnivores domestiques, les IgE existent mais ne sont détectables qu’avec des
techniques tres sensibles du fait de leur concentration sérique trés faible. Les IgD n’ont pas

¢été isolées dans le sérum canin, bien qu’une protéine proche ait été détectée (Day 2011).

Comme chez les autres especes, il existe plusieurs types dans une classe
d’immunoglobulines. Pour la classe G, qui représente 75% des immunoglobulines sériques,
on en distingue deux types, les IgG1 et les IgG2, qui ont une concentration élevée et
équivalente, et les IgG3 et [gG4 qui sont moins concentrées dans le sérum. Pour la classe E, il

existe IgE1 et IgE2 alors que pour les IgA et les IgM, un seul type existe (Chabanne 2006).

Dans les sécrétions lactées canines, on ne distingue que 3 classes d’immunoglobulines

dont I’origine varie au cours de la lactation : 1gG, IgA et I[gM (tableau 1).

Tableau 1 : Origine des immunoglobulines dans les sécrétions lactées canines (Tizard 2013)

IgG IgA IgM
Origine
Colostrum Lait Colostrum Lait Colostrum Lait
Circulation Grande
. 100% 30% 50% 10% o
sanguine majorite Aucune
Synthése donnée
0% 70% 50% 90% Peu
locale

Les IgG présentes dans le colostrum proviennent entierement du sérum de la mere
(tableau 1). Huang et al. (1992) ont montré¢ une chute de la concentration sérique en IgG avant
la mise-bas et pendant le début de la lactation chez la truie. Cette diminution est due a un

transfert d’IgG depuis la circulation sanguine vers la glande mammaire ou elles seraient
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stockées avant d’étre excrétées dans le colostrum et dans le lait. Brandon et al. (1971), en
¢tudiant les taux sérique et colostral d’IgG1 chez la vache, prouvent que la colostrogenése
dans cette espeéce commence au moins 5 semaines avant la mise-bas. Selon Baumrucker et
Bruckmaier (2014), les IgG sont transférées de la circulation sanguine aux sécrétions lactées
par transcytose. Ce transfert est permis par la présence de récepteurs FcRn (neonatal Fc
Receptor) sur les cellules épithéliales de la glande mammaire. Les IgG sont captées par ces
récepteurs au pole basal de la cellule, internalisées puis relarguées au niveau du pole apical
dans la lumiére alvéolaire de la glande mammaire. De plus, une partie des IgG passe par voie
para-cellulaire (entre les cellules épithéliales).

Le passage de la phase colostrale a la phase lactée se caractérise par une diminution de
I’expression du récepteur FcRn et par la fermeture des jonctions serrées empéchant alors le
passage des IgG par voie para-cellulaire (Jones et Spencer 2007). Vingt-quatre heures apres la
mise-bas, Quesnel (2011) a montré que le taux d’IgG est corrélé positivement au ratio Na/K
qui représente le changement de morphologie de 1’épithélium de la glande mammaire et donc
la cessation du transport d’IgG depuis la circulation sanguine. Ce moment marque le passage

de la phase colostrale a la phase lactée durant laquelle le taux d’IgG diminue.

Quant aux IgA, elles sont importées du sang vers la glande mammaire au début de la
lactation en quantité moyenne sous la forme d’IgA dimériques (IgAd) ; la grande majorité des
IgA contenues dans le lait provient d’une syntheése intramammaire (tableau 1). Spencer et al.
(2007) ont montré que les IgA sont produites par un groupe de cellules appelé les « IgA-
producing plasma cell population ». Ce sont des cellules provenant des GALT (Gut
Associated Lymphoid Tissue) qui migrent dans la glande mammaire et se localisent alors sous
la couche de cellules épithéliales. Aprés synthése locale et/ou prélévement depuis la
circulation sanguine, les IgAd sont exportées dans le lait depuis les cellules épithéliales de la
glande mammaire grace a des récepteurs polymériques spécifiques des immunoglobulines A
et M (plgR) (figure 1). Durant le transport, les récepteurs sont clivés permettant ainsi la
libération d’un composant sécrétoire qui se lie aux IgAd formant alors les IgA sécrétoires
(IgAs) (Boumahrou et al. 2012). Les récepteurs sont la forme trouvée dans tout type de
sécrétions. Ils sont aussi impliqués dans le transfert des IgAd depuis la circulation sanguine

vers la glande mammaire (Kacskovics 2004).

La troisieme classe d’immunoglobulines présente dans les sécrétions mammaires est la
classe M. Les IgM sont les deuxiémes immunoglobulines en termes de concentration dans le
sérum canin apres les IgG mais leur concentration est faible dans les sécrétions lactées par
rapport a celles des IgG et des IgA. Bourne et Curtis (1973) ont montré que 80% des IgM

présentes dans le colostrum de la truie provient de la circulation sanguine contre seulement
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12% dans le lait. La synthese locale est permise par la présence de plasmocytes (Larson et al.
1980). Comme les IgA, les IgM sont transportées a travers la glande mammaire par
I’intermédiaire des pIgR. Ce transport est possible car les IgM sont sous la forme de
pentameres. La chaine de jonction qui forme les pentameres a une deuxiéme fonction de

liaison au pIgR, avec lequel elle a une forte affinité (figure 1 ; Johansen et al. 2000).

Plasma cell Secretory epithelium .=—_,;| Lumen |

; Basolateral | -
=/ endosome — F‘

DR
£ ﬁ:'\'ﬂ‘n,-;- \

A e

- " |

IgA: IgM: S J chain: »
Polymeric Ig receptor (plgR) or trans-
membrane secretory component : 352
Free or bound secretory component :

Figure 1 : Mécanismes de transport des IgA et des IgM dans la glande mammaire
(Brandtzaeg 2003 ; ER : Réticulum Endoplasmique ; TGN : Réseau Trans-Golgien ; SC : Composant
Sécrétoire)

B. Role dans 'immunité humorale systémique

Le transfert d’immunité passive est essentiel a la survie du chiot. Apres ingestion du
colostrum par le chiot, les anticorps sont absorbés par les cellules épithéliales (pinocytose)
principalement au niveau du jéjunum et de I’iléon. Ce sont les mémes récepteurs FcRn (qui
assurent la captation des immunoglobulines dans la glande mammaire) qui permettent
I’absorption active des immunoglobulines dans le tractus digestif. Les immunoglobulines sont
ensuite transportées dans les tissus lymphatiques locaux avant de rejoindre la circulation
sanguine via le canal thoracique (Chappuis 1998). Enfin, comme dans la glande mammaire,
une partie des IgG traverse 1’épithélium par voie para-cellulaire, ce transfert est possible
seulement dans les heures qui suivent la naissance (avant la fermeture de la barriere

intestinale).
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Toutes les classes d’immunoglobulines sont absorbées sans spécificité. Schifer-Somi et
al. (2005) ont mesuré les concentrations sé€riques en IgG, IgA et IgM chez des chiots apres la
mise-bas. A 24 heures post-partum, les concentrations sériques en IgA et IgM sont faibles
(IgA: 0,9 mg/mL; IgM: 0,1 mg/mL) mais non nulles. Cela prouve qu’il existe une
absorption dans la circulation sanguine depuis I'intestin des IgA et des IgM. En effet, ces
immunoglobulines ne traversent pas la barriere placentaire et la seule facon d’en retrouver

dans le sérum est une absorption intestinale via le colostrum.

Bien que toutes les immunoglobulines soient absorbées, seules les IgG participent a
I’immunité systémique. Le colostrum est d’autant plus important que les IgG contenues dans
les sécrétions lactées de la mere correspondent aux pathogeénes de son environnement et

protégeront donc les chiots de fagon adaptée (Tizard 2013).

Le temps de demi-vie des immunoglobulines chez le chien est approximativement de 8,4
jours, ce qui permet aux chiots, en fonction de la quantité de colostrum ingérée, d’avoir une
protection grace au transfert d’immunité passive allant de 8 a 16 semaines (Pastoret et al.
1998). La concentration sérique en IgG atteinte par les chiots a J2 a un impact sur la mortalité
néonatale. Cette concentration refléte la qualité du transfert passif d’immunité via I’ingestion
du colostrum. Ainsi, un chiot ayant moins de 2,3 g/l d’IgG a J2 a un taux de survie a 21 jours
moindre qu’un chiot ayant eu un transfert d’immunité correct : 44,4% des chiots avec une
concentration inférieure a 2,3 g/L d’IgG sont morts avant 21 jours contre 4,9% pour les chiots
ayant une concentration supérieure ou égale a 2,3 g/L (Mila et al, 2014).

Les IgA quant a elles participent a 'immunité des muqueuses. Salmon (1999) rapporte
que chez le veau, des IgA issues du colostrum ont €té détectées dans les tissus bronchiques et
les larmes. Apres leur absorption dans la circulation systémique, les IgA d’origine colostrale

sont ensuite sécrétées vers les muqueuses.

C. Fermeture de la barriére intestinale

La fermeture de la barriére intestinale est définie comme 1’arrét de 1’absorption de
macromolécules par I’intestin chez les nouveau-nés (Leece 1973). En ce qui concerne les
immunoglobulines, la fermeture serait due au renouvellement des cellules épithéliales,
n’exprimant plus les récepteurs FcRn (Tizard 2013). Cependant, ce phénomene semble étre
multifactoriel car chez les porcelets, 38% des entérocytes sont toujours d’origine foetale 8
jours apres la naissance (Smith et Peacock 1980). Or la fermeture de la barriére intestinale
apparait bien avant; le remplacement des entérocytes foetaux n’est donc pas la seule
explication a I’arrét de 1’absorption des immunoglobulines. Chez les bovins, Jochims et al.

(1994) ont démontré qu’apres 24 heures de vie, les immunoglobulines ne pouvaient plus
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passer dans le sang au niveau de la membrane baso-latérale de 1’intestin et non a cause des
cellules épithéliales. Les mécanismes de fermeture de la barriere intestinale sont encore a

démontrer.

Il est habituellement convenu que la barriere intestinale se ferme dans les premieres 24
heures de vie du nouveau-né. Mais 1I’étude de Chastant-Maillard et al. (2012) a montré que
chez le chiot la fermeture débute des les 4 a 8 premicres heures de vie et devient définitive
entre 16 et 24 heures apres la naissance. Ce phénomene apparait donc plus tot chez les chiots
que dans les autres espéces. Par exemple, chez les porcelets, Le Dividich et al. (2005) ont
montré qu’a ’age de 23h30, la perméabilité de I’intestin était encore égale a 27% de sa

capacité initiale.

Il est donc important que la prise colostrale ait lieu rapidement apres la naissance et que le
colostrum soit de bonne qualité pour assurer I’immunité systémique du nouveau-né. Avant et
apres la fermeture de la barriere intestinale, les immunoglobulines contribuent également a

I’immunité locale.

De plus, il existe dans les sécrétions lactées des substances qui induisent la différenciation
des entérocytes. Heird et al. (1984) ont étudi¢ la maturation du tractus digestif chez des chiots
nourris avec les sécrétions lactées de leur mere ou avec du lait de remplacement. Ils ont alors
montré que la masse cellulaire et le taux d’ADN ¢étaient significativement plus élevés chez les
chiots nourris avec le lait de leur mere qu’avec du lait de remplacement. Certains facteurs
présents naturellement dans les sécrétions lactées permettent donc la maturation et la

différenciation de la muqueuse intestinale par hyperplasie et hypertrophie.

Ces composants sont les Insulin-like Growth Factor (IGF); selon Blum et Hammon
(2000), on constate que les concentrations en IGF sont plus ¢élevées dans le colostrum que
dans le lait chez la vache (65 a 155 fois plus). Ils induisent d’importants changements tels que
la prolifération des cellules épithéliales (épaisseur de la muqueuse et longueur du tractus
digestif) (Burrin 1997). Ainsi, la maturation du tube digestif s’ajoute aux moyens de lutte
contre I’entrée des pathogenes dans 1’organisme.

D. Role dans Pimmunité locale

Chez les adultes monogastriques, les IgA sont les principales immunoglobulines assurant
une protection locale (appareil respiratoire, tractus intestinal, salive, larmes, ...) (Salmon
1999).

Apres ingestion des sécrétions lactées, les IgA arrivent directement dans leur lieu
d’action : le tractus digestif. Grace a leur composant sécrétoire, les IgA sont protégées des

enzymes digestives et peuvent assurer leur fonction de protection locale contre les agents
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pathogenes. Ils semblent que les IgA représentent le facteur de protection le plus important
contre les infections du tractus digestif (Pastoret et al. 1998). Les IgA se lient aux récepteurs
présents a la surface des bactéries masquant alors les sites d’adhésion leur permettant de se
lier aux cellules épithéliales. Il a ét¢ montré par Adinolfi et al. (1966) que I’activité des IgA
n’était possible qu’en présence de lysozyme (qui est également présent dans les sécrétions
mammaires). De plus, ces immunoglobulines sont responsables de la neutralisation de virus et
d’entérotoxines bactériennes. Le péristaltisme ¢€limine ensuite ces complexes agents

pathogeénes — immunoglobulines (Salmon 1999).

Comme les cellules produisant les IgA dans la glande mammaire ont migré depuis les
tissus lymphoides du tractus digestif (Spencer et al. 2007), les anticorps sécrétés dans les

sécrétions lactées sont adaptés aux pathogenes rencontrés dans le systéme digestif.

De plus, Quigley (2004) rapporte que les IgG participent a I’immunité locale intestinale.
En effet, des IgG radiomarquées injectées par voie veineuse sont retrouvées dans la lumicre
intestinale et semblent garder une activité immunologique (Besser et al. 1988). Cependant,
elles sont plus sensibles a la protéolyse que les IgA (Heddle et al. 1975) et comme les
concentrations en IgG dans les sécrétions lactées diminuent trés rapidement (80% en 24
heures chez le porc selon Foisnet et al. 2010), cette source d’immunité locale reste faible face

aux IgA.

E. Protection des immunoglobulines contre la digestion

Les sécrétions mammaires, et plus particulierement le colostrum, contiennent des
inhibiteurs de la trypsine protégeant les immunoglobulines ingérées de la digestion et les
laissant ainsi atteindre leur lieu d’absorption, I’intestin gréle (Tizard 2013). Les inhibiteurs se
fixent a la trypsine pour former un complexe stable empéchant ainsi la protéolyse des
immunoglobulines et des autres protéines sensibles. Quigley et al. (1995) ont montré que les
concentrations en IgG et en anti-trypsines du colostrum bovin étaient corrélées positivement.
Un veau recevant un colostrum de mauvaise qualit¢é immunologique (faible concentration
d’IgG) aura d’autant plus de difficultés a atteindre un transfert d’immunité passive correct a
cause de la faible concentration en IgG d’une part et de la protection moindre de ces IgG par
les anti-trypsines dans le tractus intestinal d’autre part.

L’évolution au cours du temps des concentrations en inhibiteurs de la trypsine suit celle
des IgG, avec une forte diminution durant les premicres heures post-partum. Baintner (1973)
a mesuré¢ les concentrations en inhibiteurs de la trypsine chez la chienne : 2,5 mg/mL au
moment de la mise-bas, 2,4 mg/mL 6 heures aprés puis 0,2 mg/mL 12 heures post-partum.
Chez les bovins, les concentrations en anti-trypsine sont faibles : 0,56 mg/mL (prélévements

réalisés le plus proche possible de la mise-bas) (Quigley et al. 1995).
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II. Composants a action bactéricide et bactériostatique

Les granulocytes neutrophiles, représentant plus de 95% des granulocytes circulants,
produisent une multitude de protéines antibiotiques dont la lactoferrine et le lysozyme.
Pervaiz et Brew (1986) ont montré que les concentrations en lysozyme dans le lait de chienne
sont ¢élevées (plus de 1 mg/mL) ; Halliday et al. (1993) ont mesuré la concentration exacte a
2,57 mg/mL (5 échantillons). Pour comparaison, les concentrations en lysozyme chez la
femme et la vache sont beaucoup plus faibles, de ’ordre d’un facteur 1000 (Chandan et al,
1964). La concentration en lysozyme pourrait diminuer au cours de la lactation chez la chatte
selon Halliday et al (1993).

Le lysozyme est une enzyme qui agit sur les protéoglycanes directement accessibles des
bactéries Gram +. En ce qui concerne les Gram —, il faut que leur paroi ait ét¢ endommagée
par d’autres mécanismes au préalable (Roitt et al. 2002). Parallelement, le lysozyme pourrait

contribuer a I’installation de la flore bactérienne du systéme digestif du nouveau-né.

La lactoferrine est une glycoprotéine qui chélate le fer et qui empéche son utilisation par
les bactéries (Roitt et al. 2002). Rainard (1987) a démontré 1’activité bactériostatique de la
lactoferrine dans le lait de vache. En 1986, il avait étudié I’effet de la lactoferrine et d’autres
molécules (dont les immunoglobulines) provenant du lait de vache sur E. coli. 11 a montré que
la lactoferrine avait une forte action inhibitrice sur la croissance des bactéries sans effet de

coopération avec les immunoglobulines (Rainard 1986).

III. Cellules blanches

Des cellules de la lignée blanche sont retrouvées a hauteur de 0,5 a 10 millions de cellules
par mL dans le colostrum humain. Les cellules majoritaires sont les macrophages, les
lymphocytes (B et T) et les granulocytes neutrophiles. Selon Welsh et May (1979), les
macrophages ont une fonction de phagocytose associée a une libération de cytokines, les
granulocytes neutrophiles seulement une fonction de phagocytose, les lymphocytes B
permettent la libération d’IgA et les lymphocytes T participent & I’immunité cellulaire via la

sécrétion d’interféron gamma.

Selon Brandtzaeg (2003), les proportions de chaque type cellulaire dans le lait humain
sont les suivantes : 55-60% de macrophages, 30-40% de granulocytes neutrophiles et 5-10%
de lymphocytes (dont 75-80% de lymphocytes T). En effet, les macrophages et les
neutrophiles sont les cellules les plus observées sur un frottis de lait (Erbacher 2015). Les
cellules ne survivent que quelques heures dans le tractus digestif mais permettent de lutter

contre les pathogenes.
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Les cellules blanches colostrales participent aussi a I’immunité a médiation cellulaire
dans la circulation sanguine. En effet, elles seraient absorbées par 1’épithélium au niveau des
plaques de Peyer, puis transportées jusqu’aux nceuds lymphatiques mésentériques pour
rejoindre la circulation systémique. Chez les porcelets, 2 heures aprés la prise colostrale, des
cellules blanches marquées sont retrouvées dans la circulation sanguine (Tizard 2013).

IV. Composants protecteurs des entérocytes

Les lipides du lait sont contenus dans des globules gras. Leur membrane est riche en
glycoprotéines telles que la mucine et la lactadhérine. Ces dernieres ont des concentrations
respectives plus élevées durant les deux premieres semaines de lactation. Ces molécules
participent au role immunitaire des sécrétions lactées en prévenant I’adhésion des pathogenes
aux entérocytes. Elles sont de plus stables a pH faible, ce qui leur permet de rester actives
dans le tractus digestif (Hamosh et al. 1999). Elles agiraient comme des récepteurs
homologues pour les pathogenes qui se lieraient a elles plus qu’aux récepteurs des cellules
épithéliales (Newburg 1996).

Ces molécules ont été isolées dans le lait humain (Habte et al. 2007), le lait de vache
(Patton et Patton, 1990), le lait de cheévre (Campana et al. 1992), mais aucune étude n’a été
répertoriée chez le chien.

La mucine est habituellement produite par les cellules acineuses des glandes salivaires et
fait partie du mucus. Elle appartient a la membrane des globules gras puisqu’elle est a
I’origine présente sur les pdles apicaux des cellules épithéliales de la glande mammaire qui
leur transmet la mucine lors de leur formation (Patton et al. 1995). Selon Shimizu et
Yamauchi (1982), elle est résistante aux protéases du tractus digestif telles que la pepsine, la
trypsine et la chymotrypsine. Cependant, son polymorphisme et sa variabilité inter-individuels

pourraient avoir des conséquences sur le niveau de protection.

La lactadhérine contribue a la prévention des infections au rotavirus chez les nouveau-nés
dans plusieurs especes (Newburg et al. 1998 ; Kvistgaard et al. 2004) mais la structure de
cette molécule est trés variable en fonction des espeéces et des études supplémentaires
spécifiques a chaque espece seraient nécessaires pour préciser son role immunitaire (Cebo et
al. 2012).
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Le tableau 2 résume les différentes classes de composants immunitaires présentes dans les

sécrétions lactées et leurs roles spécifiques.

Tableau 2 : Synthése des composants immunologiques et leurs roles dans les sécrétions lactées

Composant Roles
IgG Immunité systémique
Immunoglobulines IgA
Immunité locale
IgM

Inhibiteurs d’enzymes

Anti-trypsine

Inhibition de la trypsine

Role bactériostatique par chélation du

Lactoferrine
fer
Antibacteriens Role bactéricide par lyse des
Lysozyme peptidoglycanes de la paroi des
bactéries Gram +
Phagocytose
Macrophage

Cellules de la lignée
blanche

Libération de cytokines

Granulocyte neutrophile

Phagocytose

Lymphocyte B

Libération d’IgA

Lymphocyte T Immunité cellulaire
Mucine
Protecteurs des entérocytes Récepteur homologue
Lactadhérine

Molécules différenciatrices

de I’épithélium

Insulin-like Growth Factor

Prolifération des cellules épithéliales

Augmentation de la synthése

protéique de la muqueuse
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Le role immunologique des sécrétions lactées est complexe de part le nombre de
composants qui interviennent. Dans la grande majorité des études réalisées sur le sujet, seules
les immunoglobulines sont testées, les IgG pour 'immunité systémique et les IgA pour

I’immunité locale.

L’objectif de notre travail est d’étudier I’évolution des concentrations en IgG et en IgA
dans les sécrétions lactées au cours de la lactation chez la chienne. Nous allons également
essayer de mettre en évidence les facteurs de variation ayant un impact sur les concentrations
en immunoglobulines des sécrétions mammaires tels que le format racial, 1’age, la parité, la

taille et le poids de la portée.

Enfin, nous rechercherons des facteurs intra-chiennes en étudiant la concentration en

immunoglobulines en fonction des mamelles concernées.
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ETUDE EXPERIMENTALE

I. Matériels et méthodes

A. Population

L’¢étude a été réalisée sur 53 chiennes provenant du méme ¢€levage et appartenant a 16
races différentes. Bien que 58 chiennes aient mis bas sur la période de prélévement (du
13.10.2015 au 17.12.2015), 5 chiennes ont été exclues pour cause d’agressivité ou d’absence
de production laitiere.

Les races représentées sont les suivantes : Berger Allemand, Berger Australien, Bichons
(Frisé et Maltais), Bouvier Bernois, Boxer, Cavalier King Charles, Cocker, Golden Retriever,
Jack Russel, Labrador Retriever, Lhassa Apso, Shih Tzu, Scottish Terrier, Spitz Loup, West
Highland White Terrier, Yorkshire Terrier.

Des catégories ont été définies selon plusieurs criteres :

* Format racial : petit (<15 kg), moyen (15-25 kg), large (>25 kg)

* Catégorie d’age : jeune (< 2ans), adulte (2-6 ans), agée (>6 ans)

e Taille de la portée : petite, moyenne, grande (tableau 3). Puisque le nombre de
chiots (ont été pris en comptes les chiots nés vivants) dans une portée varie en
fonction de la race, les limites de chaque catégorie varient en fonction du format

racial.

Tableau 3 : Répartition des effectifs selon la taille de portée

Portée de petite Portée de taille Portée de grande | Nombre total
Format racial
taille moyenne taille de portées

Petit <4 chiots | N=2 | 4-5chiots | N=12 | >5chiots | N=11 25
Moyen <Schiots | N=2 | 5-6chiots | N=3 | >6chiots | N=5 10
Large <6 chiots | N=7 | 6-9chiots | N=6 | >9chiots | N=5 18

Nombre total
11 21 21 53

de portées

Les chiennes reproduisent en race pure. Elles sont logées en boxes collectifs durant la
gestation puis placées en maternité dans des boxes individuels environ une semaine avant la

mise-bas et jusqu’au sevrage des chiots. Elles sont nourries avec des croquettes a volonté des
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I’entrée en maternité (Starter, Royal Canin, Aimargues, France) puis avec une ration adaptée a

chaque individu en dehors des périodes de reproduction (Royal Canin Breeding Dogs).

B. Prélévements

L’heure de mise-bas a été fixée a ’heure d’expulsion du premier chiot. Les prélévements
des sécrétions lactées ont été réalisés manuellement a différents temps de la lactation (figure
2) : H4, H8, H12, H16, H20, H24, H36, H48, D3, D4, D7, D14, D21 (H pour heure ; D pour
jour) :

e H24, H36, H48, D4, D7, D14, D21 : 1 prélevement par paire de mamelle (M1
¢étant la paire thoracique craniale et M5 la paire inguinale)
e H4, H8, H12, H16, H20 : prélévement seulement de la troisieme mamelle droite
(M3D)
* D3 : prélevement de chaque mamelle individuellement
5 prélévements par chienne (paires) : M1, M2, M3, M4, M5
L |
J ) [ \
D H4 0 H8 H12 O H16  H20 > H24 > H36 > H48 o D3 > D4 > D7 D14 > D21

L j B
' |

1 préléevement : M3D

Figure 2 : Planning des prélévements (H : heure ; D : jour ; M1 : paire de mamelles numéro
1; M1D : premiére mamelle a droite)

Chaque prélevement est effectué aprés un lavage au savon contenant de la chlorhexidine
et apres une injection d’ocytocine (sauf pour les quelques chiennes qui avaient beaucoup de
lait) (1-2 UI sous-cutané ; Ocytovem®, CEVA, Libourne, France). Un mL de sécrétion est
prélevé dans des tubes Eppendorf® identifiés puis congelé et conservé immédiatement a -
20°C. Pour les prélevements par paire de mamelles, 0,5 mL de chaque mamelle (droite et

gauche) sont prélevés (figure 3) et regroupés dans le méme tube Eppendorf®.
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Figure 3 : Prélévement de sécrétions lactées

C. Dosages des immunoglobulines

La technique ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est utilisée pour les

dosages d’immunoglobulines G et A contenues dans les sécrétions lactées.

Tous les dosages ont été réalisés a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.

a. Principe général

Cette technique immunoenzymatique permet de doser une protéine dans un liquide
biologique. La technique utilisée est dite en « sandwich » et permet de lier spécifiquement
I’anticorps recherché a un anticorps dit de « capture » lui-méme fixé grace a des interactions
¢lectrostatiques au fond des puits d’une microplaque.

\

La premiere étape, appelée « coating », consiste a saturer les puits en anticorps de
capture. La solution a doser est ensuite déposée dans ces puits dans lesquels les
immunoglobulines recherchées vont se lier aux anticorps de capture. Enfin, un autre anticorps
li¢ a une enzyme de révélation comme la peroxydase va venir se fixer spécifiquement aux
immunoglobulines de la solution a tester ; les anticorps de révélation non fixés sont éliminés
par lavage. La derniere étape consiste a activer I’enzyme de révélation pour permettre une

lecture colorimétrique (figure 4).
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— Immunoglobulines a doser

\
\/ \( = Anticorps de capture

Figure 4 : Schéma des réactions moléculaires lors d'ELISA sandwich

+ + +
* )\ )\ — Anticorps de révélation
\

N
Sy
N

Parallélement, une courbe étalon est établie avec des concentrations connues
d’immunoglobulines (G ou A). Elle permet de quantifier les anticorps recherchés dans la
solution testée.

b. Protocole

Les kits utilisés sont le « Dog IgG ELISA Quantification Set » (référence : E40-118) et le
« Dog IgA ELISA Quantification Set » (référence : E40-104) dont le fournisseur est Bethyl

Lab. (Montgomery, USA). Les références indiquées correspondent a ce fournisseur.
* Préparation des échantillons

Douze heures avant le dosage, les échantillons sont décongelés lentement au réfrigérateur
a4°C.

Pour H24, H36, H48, D4, D7, D14 et D21, et apres homogénéisation du lait, 50 uL de
chaque préléevement sont poolés dans un méme tube Eppendorf® pour en faire un seul
échantillon. Puis chaque tube est centrifugé 30 minutes a 2000G a 4°C pour permettre une
bonne séparation des phases. 10 uL de surnageant de chaque échantillon sont ajoutés a 990

uL de dilueur pour effectuer ensuite les dilutions.

Etant donné que les concentrations en IgG varient beaucoup au cours de la lactation,
différentes dilutions sont utilisées (tableau 4). Si apres la lecture de la plaque ELISA, certains
échantillons ont été trop ou pas assez dilués, un nouveau dosage est effectué avec une dilution

adaptée.
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Tableau 4 : Dilutions (H : heure ; D : jour)

Temps apres la mise bas Dilution IgG Dilution IgA
H4, H8, H12, H16, H20 1/700 000
H24 1/400 000
H36, H48 1/200 000

1/50 000

D3, D4 1/100 000
D7 1/50 000
D14, D21 1/25 000

Parallélement a la préparation des échantillons, la gamme étalon est réalisée a partir d’un
sérum de chien de référence (Référence : RS10-105-5) a 31 mg/mL d’IgG qui s’étend de 7,8 a
500 ng/mL et d’un sérum de chien de référence (Référence : RS10-105-5) a 1,5 mg/mL d’IgA
qui s’étend de 15,6 a 1000 ng/mL pour les IgA.

Le dilueur est constitué¢ de 99,95% de PBS-BSA 1% (pH 8) (référence : Bethyl® T6789)
et de 0,05% Tween 20 (référence : Bethyl® P7949).

* Coating

Le coating est réalis¢ avec wun anticorps polyclonal purifié spécifique de
I’immunoglobuline canin testé (G ou A) (référence : Bethyl® C3041). Il est utilisé a une
concentration de 0,01 mg/mL et sous un volume de 100uL par puits. L’anticorps est dilué
dans une solution de carbonate-bicarbonate (référence : Bethyl® C3041) a 0,05M pH 9,6.

La plaque est incubée a température ambiante pendant 1 heure.
* Lavage

Apres avoir vidé la plaque, 5 lavages sont effectués avec 200 pL par puits de PBS-Tween
20 a 0,05% (pH 8) (référence : Bethyl® T9039). Enfin, on tapote la plaque sur du papier

absorbant pour éliminer les gouttes restantes.
Toutes les étapes de lavage sont identiques.

e Saturation

On sature la plaque avec 200 pL par puits de PBS-BSA 1% (pH 8) (référence : Bethyl®
T6789).

L’incubation dure 30 minutes a température ambiante.

* Lavage
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* Dépot des échantillons et de la gamme étalon

100 puL d’échantillon et de la gamme étalon sont déposés par puits. Chaque échantillon
est dosé deux fois par plaque et une colonne est réservée pour la gamme étalon (figure 5).

Dans la case H12, 100 pL de dilueur est déposé pour faire le blanc.

Pour les IgA, la plaque est organisée de la méme maniere avec un standard allant de 1000
a 15,6 ng/mL.

La plaque est laissée 1 heure a température ambiante.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 500
17 17 25 25 33 33 41 ng/mL

A | Echl | Echl | Ech9 | Ech9

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 250
B | Ech2 | Ech2

10 10 18 18 26 26 34 34 41 ng/mL

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 125
C | Ech3 | Ech3

11 11 19 19 27 27 35 35 42 ng/mL

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 62,5
12 12 20 20 28 28 36 36 42 ng/mL

D | Ech4 | Ech4

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 31,25
13 13 21 21 29 29 37 37 43 ng/mL

E | Ech5 | Ech5

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 15,6
14 14 22 22 30 30 38 38 43 ng/mL

F | Ech6 | Echo6

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech 7,8
15 15 23 23 31 31 39 39 44 ng/mL

G | Ech7 | Ech7

Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech Ech | 0ng/mL
16 16 24 24 32 32 40 40 44 Blanc

H | Ech8 | Ech8

Figure 5 : Répartition des échantillons et de la gamme étalon d'une plaque ELISA IgG

* Lavage

* Dépots des anticorps de révélation

L’anticorps monoclonal de révélation couplé a I’HRP (horseradish peroxidase : référence
Bethyl® A40-118P) est dilué¢ dans 99,95% de PBS-BSA 1% et 0,05% Tween 20 pour obtenir
une concentration de 20 ng/mL. 100uL sont déposés dans chaque puits ; I’incubation dure 1

heure a température ambiante.

* Lavage
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e Révélation

100pL de TMB sont déposés dans chaque puits. Le TMB est le substrat de la peroxydase
(référence : Bethyl® 080831). La révélation dure 15 minutes, a température ambiante et la
plaque doit étre placée dans le noir. La figure 6 montre une plaque ELISA a la fin du temps de

révélation.

Figure 6 : Plaque ELISA a la fin du temps de révélation

e Arrét de la révélation

100 uL d’acide sulfurique permettent de stopper la réaction enzymatique de chaque puits
(référence : KPL® 50-85-04).

e Lecture

La lecture de 1’absorbance se fait 4 I’aide d’un spectrophotométre (VersaMax ™™ ELISA
Microplate Reader, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, USA) avec un laser émettant

une longueur d’onde de 450 nm.

Le logiciel Softmax (Molecular devices Corporation, Sunnyvale, USA) permet d’obtenir
I’équation pour transformer les densités optiques en concentrations pour nos €chantillons
(figure 7). Cette équation est obtenue a partir de la gamme étalon dont la concentration est

connue.

Chaque échantillon est dosé en duplicate. Si pour le méme échantillon, les deux
concentrations différent de plus de 15%, il est dosé une nouvelle fois. Comme wvu
précédemment, pour la préparation des échantillons, si les densités optiques sont plus €levées
(respectivement moins élevées) que le maximum (respectivement le minimum) de la gamme
¢talon, 1’échantillon sera dosé une nouvelle fois avec une dilution plus importante
(respectivement plus faible).
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Graph#1

y axis

T — T T — T T
1 10 100 1000

X axis

4PFity=(A-DM(1+CyB)+D: A B
c

c
= Plot#1 (standard: Concentration vs Values) 0.108 1.58 10

D RA2
1 3.02 1

Figure 7 : Exemple d'une courbe obtenue a partir de la gamme étalon et grice au logiciel
Softmax (x : densité optique ; y : concentration en immunoglobulines)

Enfin, tous les dosages ont été réalisés sur de nombreuses plaques ; pour s’assurer de la
reproductibilit¢ de la méthode, les coefficients de variation intraplaque (moyenne des
différents coefficients de variation d’une méme plaque qui sont les coefficients de variation
entre les deux valeurs trouvées pour un méme échantillon) et les coefficients de variation
interplaques (moyenne des coefficients de variation du standard des différentes plaques) ont
été calculés : pour les IgG, le coefficient de variation intraplaque est de 4,6% et le coefficient
de variation interplaque est de 3,7% : pour les IgA, le coefficient de variation intraplaque est

de 4,7% et le coefficient de variation interplaque est de 3,8%.

D. Chiots

Les 307 chiots nés vivants ont été¢ identifiés avec des colliers de couleur différente au sein
d’une méme portée et ont été¢ pesés a H12, H24 et H48. Le poids total de la portée a été
calculé¢ a H12 : la moyenne est de 1678 g avec 182 g pour la portée la moins lourde et 4194 g
pour la portée la plus lourde. Le gain moyen des chiots ((Poidspsg — Poidsyi2)/Poidsyi2)*100)
entre H12 et H48 est de 4,6 = 10,6% et concerne 281 chiots. En effet, a H48 il restait 281
chiots vivants soit 8,5% de mortalité entre la naissance et H48.
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E. Traitement des données

Pour chaque échantillon, la concentration en immunoglobulines a été déterminée en

calculant la moyenne des deux valeurs obtenues lors du dosage.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Tanagra® (Tanagra 1.4, Lyon,

France).
La normalité de chacun parameétre est testée avec le test Shapiro-Wilk.

Pour analyser 1’évolution des concentrations en IgG et en IgA au cours du temps, les
valeurs ont été analysées avec le test Friedman’s ANOVA by ranks. Un test non paramétrique

a éteé utilisé car malgré la normalité des valeurs, la variance n’était pas homogene.

Pour analyser I’impact des différents facteurs de variation sur les concentrations en

immunoglobulines, plusieurs tests ont été réalisés :

- Corrélation lin€aire (linear correlation) : age de la meére, nombre de chiots dans la
portée, poids total de la portée, gain de poids des chiots

- Kruskal-Wallis et T-Test : influence du format racial, de la catégorie d’age, et de la
parité sur les concentrations en IgG et IgA

- ANOVA et Mann-Whitney : variation de la concentration en immunoglobulines

entre mamelles

Pour analyser I’'impact de différents facteurs de variation sur le pourcentage de
diminution en immunoglobulines, les tests paramétriques ANOVA et Mann-Whitney et non
paramétriques Kruskal-Wallis et T-Test ont été utilisés en fonction de la normalité et de la

variance des valeurs.
Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne + écart type.

Nous avons considéré que deux valeurs étaient significativement différentes si p<0,05.
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II. Résultats

A. Description de la population

Parmi les 53 chiennes incluses dans I’étude, 25 chiennes sont d’un petit format racial, 9
d’un format racial moyen et 19 d’un format racial large. Le nombre de chiennes dans chaque
race est répertori¢ dans la figure 8 et les proportions du nombre de chiennes dans chaque

format racial sont présentées dans la figure 9.
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Figure 8 : Répartition des chiennes selon leur race (format racial : petit en bleu, moyen en
vert, large en rouge ; n=53)
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Figure 9 : Répartition des chiennes selon le format racial (n=53)

34



Les chiennes sont agées en moyenne de 5,1 = 2,3 ans avec des valeurs allant de 1,5 4 9,5
ans. 10 chiennes appartiennent a la catégorie jeune, 21 a la catégorie adulte et 22 a la

catégorie agée (figure 10).

La parité des chiennes est connue seulement pour 42 chiennes sur 53. Il en ressort que 9
(21,4%) chiennes sont primipares.

“Jeune
“ Adulte

Agée

Figure 10 : Répartition des chiennes par catégorie d'age (n=53)

Le nombre de chiots par portée varie de 2 a 13, avec une moyenne de 6,0 = 2,5 chiots. Les
portées ont elles aussi été classées en 3 groupes selon leur taille (tableau 3). Les proportions
de chaque catégorie de portée sont résumées par la figure 11.

& Petite
& Moyenne

Grande

Figure 11 : Répartition des portées selon leur taille (n=53)
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La moyenne du nombre de tétines est 9,1 & 2,6 tétines. Elle a été calculée sur 55 chiennes
car les données sont manquantes pour 3 chiennes. Seules 39 chiennes (70,9% ; n=55)

possédaient 5 paires de mamelles complétes. Les autres possédaient :

* 4 paires completes et 1 incomplete : 11 chiennes
* 4 paires completes : 4 chiennes
* 2 paires completes et 3 incomplétes : 1 chienne

* tétines additionnelles (1 a 2) : 6 chiennes

Au total, 753 échantillons de sécrétions lactées ont €té analysés. Les détails en fonction
du temps de lactation et par catégorie sont regroupés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 5 : Nombre d'analyses par temps de lactation (H : heure ; D : jour)

H4 H8 HI12 H16 H20 H24 H36 H48 D3 D4 D7 D14 D21

Nombre 13 19 21 17 17 47 33 44 380 47 44 39 32

Tableau 6 : Nombre d’analyses dans chaque catégorie

Catégories Nombre de chiennes Nombre d’analyses
Petit 25 335
Format racial Moyen 9 141
Large 19 277
Jeune 10 126
Age Adulte 21 288
Agée 22 339
Petite 11 144
Taille de la portée  Moyenne 21 293
Grande 21 316
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B. Concentration en immunoglobulines G et A dans les sécrétions mammaires
a. Evolution au cours de la lactation
i. IgG

Sur 753 échantillons, la moyenne de la concentration en IgG dans les sécrétions au cours
de la lactation est de 13,3 + 15,3 g/L. L évolution (figure 12) montre une forte diminution au
cours des premieres 36 heures avec un palier jusqu’a D3 puis a nouveau une diminution pour
étre stable a légerement décroissante a partir de D4. Le tableau 7 regroupe les concentrations
en IgG au cours de la lactation.
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Figure 12 : Evolution de la concentration en IgG au cours de la lactation (53 chiennes ; 753
échantillons) (deux valeurs sont significativement différentes si * est présent entre les deux points)

Entre H4 et H24, les valeurs ont été comparées deux a deux par manque d’échantillons.
Statistiquement, les concentrations sont significativement différentes (p<0,05) entre HS et
H12, et entre H20 et H24.

A partir de H24, I’effet temps a été statistiquement analysé sur la période de H24 a D21.
Il existe des différences significatives entre H24 et H36, H36 et H48, D3 et D4, D4 et D7, et
D14 et D21 (p<0,006 apres correction de Bonferoni ; tableau 7). Pour la suite de I’étude, nous
avons réalisé des moyennes entre les moments de lactation qui ne sont pas significativement
différents (H4-HS, H12-H16-H20, H48-D3, D7-D14). L’évolution de la concentration en IgG

en se basant sur ces moyennes est représentée par la figure 13.
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Au début de la lactation, les concentrations en IgG sont €levées : 40,2 + 12,8 g/L. Elles
chutent alors a 10,9 = 7,9 g/L en 36 heures. A partir de D4, les concentrations sont basses et
décroissent légerement : de 4,2 + 5,1 g/L (D4) a 1,8 £ 2,2 g/LL (D21) (tableau 7).

En se basant sur ces moyennes, il a été calculé le pourcentage de diminution (tableau 7)
des concentrations en IgG au cours du temps ; H4-HS8 étant la valeur de référence. Il dépasse
les 50% apres H24 (60,0 + 18,0% ; n=19) et atteint 73,9 + 19,1% (n=12) a H36 ; ou H36 est le

premier palier de diminution de la concentration en IgG.

Tableau 7 : Concentrations en IgG (moyenne + écart type) dans les sécrétions mammaires de
chiennes (n=53) au cours de la lactation et pourcentage de diminution de la concentration en IgG
par rapport a H4-HS8 (les lettres montrent la significativité des résultats)

Temps H4 H8  HI2 HI6 H24 H36 H48 D3 D4 D7 D14 D21
IgG 38,5° 414* 37,1 293> 235" 173 109% 108° 42" 318 268 18"
(g/L) +8,9 151 =+17,8 +16,3 £152 +£104 =79 +11,6 +£84 =+51 42 +29 +22
P 0,527 0,739 0,132 0,012 0 0,001 0236 0,004 0,493 0,004
IgG 40,2 30,5 17,3 10,9 10,5 42 2,9 1,8
(g/L) +12,3 +172 +104 = +7,9 +10,0 +5,1 +3,7 42,2
% Valeur 38,1 60,0 73,9 74,7 88,3 90,6 93,5
dimi. référence +23.0 +18,0 +19,1 +20,7 +12,8 +13,0 +11,1
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Figure 13 : Evolution de la concentration en IgG au cours de la lactation en tenant compte des
différences significatives (53 chiennes ; 753 échantillons) (chaque point est significativement
différent de son/ses voisin(s))
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ii. IgA

Sur 750 échantillons, la moyenne de la concentration en IgA dans les sécrétions au cours
de la lactation est de 11,6 & 8,6 g/L. L’évolution (figure 14) montre une décroissance en début

de lactation puis une stabilisation autour de 10,0 g/L en fin de lactation.
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Figure 14 : Evolution de la concentration en IgA au cours de la lactation (53 chiennes ; 750
échantillons) (deux valeurs sont significativement différentes si * est présent entre deux points)

Entre H4 et H24, les valeurs ont été comparées deux a deux par manque d’échantillons.
Statistiquement, les concentrations sont significativement différentes (p<0,05) entre HS et
H12, et entre H20 et H24.

A partir de H24, I’effet temps a été statistiquement analysé sur la période de H24 a D21.
Il existe des différences significatives entre H24 et H36, D3 et D4, D4 et D7, et D14 et D21
(p<0,006 apres correction de Bonferoni ; tableau 8). L’évolution de la concentration en IgA,
en se basant sur les moyennes pour des périodes qui ne sont pas significativement différentes,

est représentée par la figure 15.

Au début de la lactation, la concentration en IgA est de 24,1 + 12,2 g/L. (H4-HS). En 36
heures, cette concentration chute a 8,4 = 5,3 g/L, puis augmente jusqu’a 14,4 + 11,0 g/L a D4.
A partir de ce moment, la concentration diminue progressivement pour atteindre 7,8 + 4,3 g/L
aD21.

Le pourcentage de diminution entre H4-H8 et H36 est de 51,5 + 20,8% (n=10).

Cependant, nous avons privilégié les variations entre chaque temps de lactation (tableau 8) :
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une diminution de la concentration est notée jusqu’a H36-H48-D3 puis une stabilisation sur la
fin de la lactation.

Tableau 8 : Concentrations en IgA (moyenne + écart type) dans les sécrétions mammaires de
chiennes (n=53) au cours de la lactation et pourcentage de variation (%) de la concentration en
IgA entre chaque temps de lactation (les lettres montrent la significativité des résultats)

Temps H4 H8 HI2 HI6 H20 H24 H36 H48 D3 D4 D7 DI4 D21
IgA 22,4 250* 14,9 13,1° 173" 11,9° 84 92 11,00 144° 86" 109" 788
(g/L) +14,1 +11,5 +8,8 48,5 207 462 53 49,1 10,6 11,0 +4,1 74 =43
p 0,157 0,001 0,705 0414 0,008 0,001 0303 0,140 0 0,004 0,128 0,002
IgA 24,1 15,1 119 8,9 144 97 18
(g/L) £122 +89 62 +6,3 H1L0 . 60 243
Variation% / 373 212 252 618 326 -196
40
35
=30
S~
)
=
)
£ 20
g
= 15
g
=]
(=]
S 10
-
5
0
0 100 200 300 400 500 600

Heure en lactation

Figure 15 : Evolution de la concentration en IgA au cours du temps durant la lactation en
tenant compte des différences significatives (53 chiennes ; 753 échantillons) (chaque point est
significativement différent de son/ses voisin(s))
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b. Proportions et corrélation entre les concentrations d’IgG et d’IgA

La figure 16 montre 1’évolution des proportions relatives en immunoglobulines dans les
sécrétions mammaires. Alors que dans les 4 premiers jours, la proportion en IgG diminue
fortement, celle en IgA augmente. A partir de D3, la concentration en IgA devient supérieure
a celle en IgG. Avant D3, les IgG dominent avec un pourcentage de 61,0% et apres D3, ce

sont les IgA qui dominent avec 78,0%.

Il existe une corrélation lin€aire positive entre le taux d’IgG et celui d’IgA (r>0,4 et
p<0,05) (figure 17).
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Figure 16 : Proportions d'IgG et d'IgA dans les sécrétions mammaires de la chienne au
cours de la lactation
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Figure 17 : Corrélation entre les concentrations en IgG et IgA lors de la lactation sur tous
les échantillons (r=0,57 ; p<0,001 ; n=393)

C. Facteurs de variation
a. Age de la mére

¢ Concentrations

La concentration en IgG est corrélée positivement a 1’age de la mere pour plusieurs temps
de lactation. Les figures 18 a 20 montrent que la concentration en IgG est corrélée avec 1’age
de la mere a H4-H8, H36 et D4 (r>0,4 et p<0,05 ; tableau 9).

Aucune corrélation n’a €té trouvée entre 1’age de la mere et la concentration en IgA

(r<0,4 et/ou p>0,05) quelque soit le moment de la lactation (tableau 10).

Tableau 9 : Valeurs de r et p pour chaque test de corrélation linéaire entre la concentration en
IgG et I'dge de la mére

H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21

Agede 0,697 0,508 0,342 0,454 0,388 0,447 0,320 0,306
lf‘ p 0,025 0,382 0,019 0,008 0,010 0,002 0,061 0,089
meére
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Tableau 10 : Valeurs de r et p pour chaque test de corrélation linéaire entre la concentration en

IgA et 1'dge de la mére

H4-HS HI12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21
Agede r 0,651 0,647 0,213 0,314 0,133 0,232 0,382
la p 0,080 0,552 0,156 0,075 0,133 0,232 0,382
meére
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Figure 18 : Corrélation entre I'dge de la mére et la concentration en IgG a H4-H8 (n=22 ;
r=0,64 et p=0,025)
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Figure 19 : Corrélation entre 1'Age de la mére et la concentration en IgG a H36 (n=33 ;
r=0,454 ; p=0,008)
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Figure 20 : Corrélation entre 1'dge de la mére et la concentration en IgG a D4 (n=47 ;
r=0,447 ; p=0,0016)

Les tableaux 11 et 12 ainsi que les figures 21 et 22 résument les concentrations moyennes
en immunoglobulines au cours du temps pour chaque catégorie d’age. Quatre différences
significatives ont ¢ét¢ mises en évidence pour les concentrations en IgG des différentes
catégories d’age pour H24, H48-D3, D4 et D7-D14. Les chiennes agées (>6 ans) ont des
concentrations en IgG plus élevées que les jeunes chiennes (<2 ans) (p<0,017 apres la
correction de Bonferoni; H24 : p=0,016 ; H48-D3: p=0,002; D4: p=0,005; D7-D14:
p<0,001). Méme si pour les autres temps de lactation, aucune différence significative n’a pu

étre mise en différence, on voit sur la figure 21 que la tendance est générale tout au long de la
lactation.

Aucune différence significative n’a été trouvée pour les concentrations en IgA entre les
différentes catégories d’age de chiennes. Cependant, les valeurs sont Iégeérement plus ¢levées

pour les chiennes agées que pour les jeunes chiennes.
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Tableau 11 : Concentrations en IgG (g/L) selon les catégories d'age pour les différents temps de
lactation et valeurs de p correspondant a la comparaison des trois groupes

All H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21
12,8 36,2 28,3 11,8 6,7 4,1 1,6 1,2 1,0
Jeune
+14.5 +12,4 +17.,8 +9,1 +4.9 +2,8 +0,8 +0,4 +0,2
Effectif 10 5 6 9 6 8 9 9 7
13,9 39,1 28,9 17,2 9,5 9,5 33 2,4 1,1
Adulte
+12,3 +11,4 +15,9 +10,1 +4.9 +7,2 +9,3 +3,7 +0,4
Effectif 21 8 12 18 12 20 17 17 9
. 14,1 49,3 30,0 19,9 13,6 12,8 6,0 4.4 2,4
Agée
+10,2 +16,0 +17,8 +10,5 +9.9 +9,6 +6,6 +4,7 +3,0
Effectif 22 9 14 20 15 22 21 22 16
p-value 0,506 0,471 0,930 0,042 0,139 0,010 0,013 <0,001 0,334
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Figure 21 : Effet de ’age sur la concentration en IgG (g/L) au cours de la lactation (* : différence
significative entre les catégories jeune et agée pour un temps de lactation donné)
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Tableau 12 : Concentrations en IgA (g/L) selon les catégories d'age pour les différents temps de
lactation et valeurs de p correspondant a la comparaison des trois groupes

All H4-HS8 H12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21
8,7 19,2 12,8 10,3 6,3 12,8 7,9 6,4
Jeune
+4.,4 +3,5 +8,5 +6,4 +3,2 +6,5 +1,4 +1,8
Effectif 10 5 6 7 9 9 9 8
13,6 23,2 13,0 12,1 9,8 15,1 9,7 6,3
Adulte
19,4 +13,9 +8,1 +7,0 +7,1 +13,7 +7,2 +1,8
Effectif 21 8 10 19 20 19 17 10
. 11,7 27,1 16,9 12,3 9,2 14,4 11,0 9,2
Agée
15,5 +7,6 49,8 15,4 +5,8 +10,1 15,1 15,6
Effectif 22 6 13 20 22 20 22 18
p-value 0,303 0,322 0,565 0,512 0,410 0,971 0,308 0,185
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Figure 22 : Effet de I’Age sur la concentration en IgA (g/L) au cours de la lactation (pas de
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* Pourcentage de diminution

L’appartenance a une catégorie d’age n’a pas de lien avec le pourcentage de diminution
de la concentration en IgG entre H4-H8 et H36 (p>0,05), bien qu’il semblerait que la
décroissance soit moins marquée pour les chiennes de plus de 6 ans (figure 23).
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Figure 23 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgG entre H4-HS8 et H36 en
fonction de I’Age de la mére (n=12) (les lettres identiques indiquent qu’il n’y a pas de différence
significative ; p>0,05)

En ce qui concerne le pourcentage de diminution en IgA, il n’existe pas de différence
significative (p>0,05) entre les différentes catégories d’age, méme si a nouveau les chiennes
plus jeunes semblent avoir un pourcentage de diminution plus ¢élevé que pour les chiennes
plus agées (figure 24).
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Figure 24 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgA entre H4-H8 et H36 en
fonction de 1'dge de la mere (n=10) (les lettres identiques signifient qu'il n'existe pas de différence
significative ; p>0,05)
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b. Parité

Nous avons test¢ 1’effet de la parit¢ des chiennes sur les concentrations en
immunoglobulines. Les tableaux 13 et 14 regroupent les valeurs moyennes des concentrations
pour chaque temps de lactation en fonction de la parité avec les valeurs de p pour chacune
d’entre elles. Les figures 25 et 26 représentent ces résultats sous la forme d’histogrammes.

Trois différences significatives ont ét€¢ mises en évidence pour les concentrations en IgG a

H24, H48-D3 et D4 ; aucune pour les concentrations en IgA.

Tableau 13 : Concentrations moyennes (+ écart type) en IgG au cours de la lactation en fonction
de la parité des chiennes et valeurs de p

All H4-H8 HI12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21

8,7 36,2 24,1 11,7 7,4 4,0 1,6 1,2 1,1
Primipares
+7,0 +12,4 +16,2 +9,1 +5,1 +2,9 +0,8 +0,4 +0,2
Effectif 9 5 5 9 5 8 9 9 6
11,3 39,6 27,5 16,8 10,2 9,7 3,6 2,6 2,0
Multipares
+5,6 +10,2 +13,6 +6,8 +5,6 +7,5 +3.4 +2.3 +2,5
Effectif 33 12 20 33 23 33 30 32 24
p-value 0,238 0,527 0,415 0,020 0,322 0,007 0,042 0,083 0,568
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Figure 25 : Concentrations moyennes en IgG (g/L) selon la parité des chiennes au cours de la
lactation (* : différence significative entre les deux groupes : p<0,05)
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Tableau 14 : Concentrations moyennes (+ écart type) en IgA au cours de la lactation en fonction
de la parité des chiennes et valeurs de p

All H4-HS8 H12- H24 H36- D4 D7-D14 D21
H16-H20 H48-D3
Primipares 94 19,2 15,1 9,1 6,1 11,7 8,0 6,8
+4,0 +3.9 +7,0 +6,8 +3.4 +6,8 +1,4 +1,5
Effectif 9 5 5 8 9 9 9 7
Multipares 11,1 25,0 14,6 11,5 8,6 14,1 9,4 8,2
+5,5 +18,6 +9,0 +5,0 +5,5 +10,2 +43 +5,1
Effectif 33 9 19 31 33 32 32 25
p-value 0,334 0,859 0,144 0,226 0,592 0,637 0,569 0,334
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Figure 26 : Concentrations moyennes en IgA (g/L) selon la parité des chiennes au cours de la
lactation (pas de différence significative entre les deux groupes)
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c¢. Format racial

e Concentrations

Les tableaux 15 et 16 ainsi que les figures 27 et 28 résument les concentrations moyennes
en immunoglobulines au cours du temps pour chaque format racial. Aucune différence
significative n’a été trouvée pour les concentrations en IgG bien que la figure 27 montre une
légere tendance : les concentrations en IgG pour les races de grande taille paraissent plus
¢levées que pour les races de petite taille.

En ce qui concerne les IgA, une seule différence significative a été mise en
évidence (p=0,019) : la concentration moyenne en IgA des races de grande taille (29,8 + 9,4
g/L) est plus ¢€levée que celle des races de petite taille (15,3 = 6,3 g/L) avec une valeur de p

¢gale a 0,014 (p<0,017 qui s’applique avec la correction de Bonferoni).

Tableau 15 : Concentrations moyennes (+ écart type) en IgG (g/L) selon chaque format racial et
valeur de p pour chaque temps de lactation

All H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21

13,0 35,7 29,3 16,5 9,1 10,8 3,7 2,8 1,3
Petit
+10,4 +10,4 +16,7 +9.8 +5,0 19,1 +3.9 +3,6 +1,2
Effectif 25 7 15 21 16 23 21 22 15
11,3 41,9 30,9 16,8 9,9 8,3 3.4 3,1 1,3
Moyen
+7.4 +10,5 +7,0 +8.9 +5,1 +4,1 +2,0 +0,9 +0,5
Effectif 18 4 5 10 11 10 10 9 6
16,2 42,8 28,5 18,8 13,9 10,3 5,4 4,0 2,6
Large
+15,0 49,1 +19,9 +12,3 +11,6 +9.5 +7,4 +5.4 +3.4
Effectif 18 11 12 16 11 17 16 17 11
p-value 0,778 0,882 0,583 0,887 0,727 0,981 0,465 0,563 0,223
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Figure 27 : Concentrations moyennes en IgG (g/L) selon le format racial pour chaque temps de
lactation (pas de différence significative entre les formats raciaux)

Tableau 16 : Concentrations moyennes (+ écart type) en IgA (g/L) selon chaque format racial et
valeur de p pour chaque temps de lactation

All H4-HS8 H12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21
10,1 15,3 11,3 11,2 8,7 13,0 8,6 7,0
Petit
+6,6 +6,3 +6,4 +6,8 +7,1 +11,5 +3.,7 +5,1
Effectif 25 6 14 19 24 22 22 16
10,6 26,7 14,4 10,6 8,1 13,0 9,3 8,1
Moyen
+4,0 +2,9 +8,7 +3,9 +3,3 +7,1 +2,6 +1,9
Effectif 10 4 5 10 10 10 9 7
15,1 29,8 20,0 13,5 9,8 17,1 12,0 8,5
Large
+8,7 +9.4 +10,0 +6,5 +5,7 +12,4 +7.9 +4.4
Effectif 18 8 10 17 17 16 17 13
p-value 0,075 0,019 0,052 0,656 0,486 0,320 0,145 0,128
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Figure 28 : Concentrations moyennes en IgA (g/L) selon le format racial pour chaque temps de
lactation (1’étoile montre que les catégories petit format racial et large format racial 8 H4-H8 sont

différentes ; p=0,014)

* Pourcentage de diminution

Le format racial a une influence sur le pourcentage de diminution de la concentration en

IgG dans les premieres 36 heures. Les races de petite taille subissent une diminution de la

concentration en IgG plus importante que les races de grande taille (figure 29).
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Figure 29 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgG entre H4-H8 et H36 en
fonction du format racial (n=12) (les lettres non identiques entre petit et large formats raciaux
signifient que la différence est significative ; p=0,009)
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En ce qui concerne le pourcentage de diminution d’IgA dans les sécrétions lactées en 36

heures, il semblerait qu’il soit moins marqué pour les races de grande taille (figure 30) mais

aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence.
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Figure 30 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgA entre H4-HS8 et H36 en
fonction du format racial (n=10) (les lettres identiques montrent qu'il n'y a pas de différences

significative entre les formats raciaux ; p>0,05)

d. Taille de la portée

¢ Concentrations

Une corrélation négative (figure 31) existe entre la concentration en IgG dans les
sécrétions lactées a H12-H16-H20 et le nombre de chiots dans la portée (r<-0,4 et p<0,05).

Les tableaux 17 et 18 regroupent les valeurs r et p des tests statistiques effectués pour

chercher des corrélations linéaires.

Tableau 17 : Valeurs de r et p pour chaque test de corrélation linéaire entre la concentration en

IgG et la taille de la portée

H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21

Taille
de la
portée

r

-0,417 -0,890 -0,254  -0,383 -0,395 -0,386 -0,319 -0,235

0,230 0,043 0,085 0,028 0,009 0,007 0,062 0,195
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Tableau 18 : Valeurs de r et p pour chaque test de corrélation linéaire entre la concentration en

IgA et la taille de 1a portée

H4-H8 HI12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4  D7-D14 D21
Taille r 0,606 0,730 -0,106 0,266 0281  -0340  -0,145
dela 0,112 0,479 0,486 0,134 0,054 0,043 0,400
portée

80

70 ®

Concentration en IgG (g/L)

10

R*=0,23394

0 2 4 6 8 10 12 14
Nombre de chiots dans la portée

Figure 31 : Corrélation linéaire entre le nombre de chiots dans une portée et la
concentration en IgG a H12-H16-H20 (n=32 ; r=-0,89 ; p=0,043)

Des corrélations linéaires ont été cherchées entre les concentrations en IgG (tableau
19)/IgA (tableau 20) et la taille de la portée en fonction du format racial. Comme la taille de

la portée différe en fonction des races, nous avons pu mettre en évidence 8 corrélations

lin€aires. Les graphiques ne sont pas représentés mais chaque corrélation linéaire trouvée est
une corrélation négative.
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Tableau 19 : Corrélation entre les concentrations en IgG et le nombre de chiots dans la portée
selon le format racial

Format Valeurs HIz-
racial stats H4-HS8 H16- H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21
H20
Effectif 7 15 21 16 23 21 22 15
Petit r -0,166 -0,536 -0,370 -0,093 -0,348 0,031 -0,170 -0,112
p 0,722 0,039 0,010 0,731 0,104 0,895 0,452 0,691
Effectif 4 5 10 6 10 10 9 6
Moyen r -0,027 0,253 0,097 0,145 -0,205 -0,385 -0,410 -0,880
p 0,973 0,681 0,790 0,784 0,571 0,273 0,274 0,021
Effectif 10 11 16 11 17 16 17 11
Large r -0,593 -0,427 -0,354 -0,652 -0,518 -0,639 -0,593 -0,391
p 0,071 0,190 0,178 0,030 0,033 0,008 0,012 0,234

Tableau 20 : Corrélation entre les concentrations en IgA et le nombre de chiots dans la portée
selon le format racial

Format Valeurs

racial stats H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21
Effectif 6 14 19 24 22 22 7

Petit r -0,602 -0,249 -0,390 -0,355 -0,129 -0,295 -0,066
p 0,206 0,391 0,098 0,089 0,568 0,183 0,808

Effectif 4 5 10 10 10 9 16
Moyen r 0,078 0,325 -0,154 -0,094 0,024 -0,493 -0,379
p 0,922 0,594 0,670 0,796 0,947 0,177 0,402

Effectif 9 10 17 17 16 17 13
Large r 0,083 0,042 -0,051 -0,391 -0,592 -0,492 -0,296
p 0,846 0,908 0,845 0,121 0,016 0,045 0,326
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* Pourcentage de diminution

La taille de la portée a une influence sur le pourcentage de diminution de la concentration
en IgG entre H4-HS8 et H36 (figure 32). La concentration en IgG diminue plus fortement pour
des portées de moyenne a grande taille face a des portées de petite taille.

Concernant le pourcentage de diminution en IgA, aucune différence n’a été mise en
¢vidence (p>0,05) (figure 33).
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Figure 32 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgG entre H4-HS8 et H36 en
fonction de la taille de la portée (n=12) (les lettres différentes signifient que les pourcentages de
diminution sont significativement différents ; p=0,021)
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Figure 33 : Pourcentage de diminution de la concentration en IgA entre H4-H8 et H36 en
fonction de la taille de la portée (n=10) (les lettres identiques montrent qu'il n'y a pas de différence
significative entre chaque catégorie ; p>0,05)
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e. Poids total de la portée

Une seule corrélation (tableaux 21 et 22) a été trouvée entre la concentration en [gG/IgA
et le poids total de la portée : elle concerne les IgG a H48-D3. Cette corrélation est négative
(figure 34).

Tableau 21 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgG et le poids total de la portée

H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21

Poids¢,c, 1 -0,352 -0,001 -0,223  -0,297 -0,419 -0,308 -0,229 -0,005

(portée) 0318 0,998 0,131 0,093 0,005 0,035 0,186 0,978

Tableau 22 : Corrélation linéaire entre la concentration en IgA et le poids total de la portée

H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21

Poids¢,c T 0,606 -0,730 -0,106 -0,266 -0,281 -0,340 -0,145

(portée) 0.112 0,479 0,486 0,134 0,054 0,043 0,400

40

L

35 e

30

25 &

L

<
20 .

Q
15 o &

10

Concentration en IgG a H48-D3 (g/L)

L

&

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Poids total de la portée (g)

Figure 34 : Concentration en IgG a H48-D3 en fonction du poids total de la portée (n=50 ;
r=-0,419 ; p=0,005)
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De la méme fagon que pour la taille de la portée, le poids des chiots varie en fonction de

la race. Nous avons donc cherché des corrélations entre les taux d’IgG (tableau 23)/IgA

(tableau 24) et le poids de la portée en fonction du format racial. Dix corrélations linéaires

négatives ont été trouvées. Les graphiques ne sont pas représentés.

Tableau 23 : Valeurs des tests de corrélation entre les concentrations en IgG et le poids total de
la portée selon le format racial

Format Valeurs H12-
racial stats H4-HS8 H16- H24 H36 H48-D3 D4 D7-D14 D21
H20
Effectif 7 15 21 16 23 21 22 15
Petit r -0,010 -0,093 -0,362 0,161 -0,264 0,142 -0,130 -0,278
p 0,833 0,741 0,107 0,551 0,224 0,540 0,566 0,315
Effectif 4 5 10 6 10 10 9 6
Moyen r 0,683 -0,334 0,011 -0,675 -0,722 -0,790 -0,529 -0,725
p 0,317 0,583 0,975 0,142 0,009 0,007 0,143 0,103
Effectif 10 11 16 11 17 16 17 11
Large r -0,616 -0,441 -0,600 -0,789 -0,743 -0,764 -0,767 -0,427
p 0,058 0,175 0,014 0,004 <0,001 <0,001 <0,001 0,190

Tableau 24 : Valeurs des tests de corrélation entre les concentrations en IgA et le poids total de
la portée selon le format racial

Format

Valeurs

racial stats H4-H8 H12-H16-H20 H24 H36-H48-D3 D4 D7-D14 D21
Effectif 6 14 19 24 22 22 7

Petit r -0,592 -0,037 -0,312 -0,391 -0,363 -0,315 -0,224
p 0,216 0,901 0,194 0,059 0,097 0,153 0,405

Effectif 4 5 10 10 10 9 16
Moyen r -0,040 -0,854 -0,674 -0,626 -0,391 -0,560 -0,268
p 0,960 0,066 0,033 0,053 0,264 0,117 0,562

Effectif 9 10 17 17 16 17 13
Large r -0,221 0,081 -0,363 -0,608 -0,639 -0,687 -0,305
p 0,598 0,824 0,153 <0,001 <0,001 0,002 0,311
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f. Gain de poids des chiots

Le gain moyen des chiots entre H12 et H48 est de 4,6 = 10,6%. Il a ét¢ comparé au
pourcentage de diminution en IgG entre H4-H8 et H36. Aucune corrélation lin€aire n’a pu

étre mise en évidence (r=0,434 et p=0,159).

g. Mamelle prélevée

Le tableau 25 regroupe les concentrations moyennes en IgG et IgA ainsi que les écarts
types pour chaque mamelle, chaque paire de mamelles et les groupes de mamelles possibles
(cranial vs caudal). Les valeurs de p montrent qu’aucun test n’a montré¢ de différence

significative entre chaque mamelle et groupes de mamelles.

Tableau 25 : Influence de I’origine mammaire sur la concentration (moyenne + écart type) en
immunoglobulines des sécrétions lactées a D3 (g/L)

MID | MIG | M2D | M2G | M3D | M3G | M4D | M4G | M5D | M5G p
10,5 | 10,0 | 12,5 | 114 9,0 9,3 10,5 | 104 | 114 | 137
IgG 0,698
+102 | 498 | 11,1 | £11,3 | +84 | £10,1 | £10,7 | 11,5 | 9,5 | =11,5
9,3 8,5 10,6 9.4 8,9 8,9 10,5 9,9 113 | 134
IgA 0,196
71 | 465 | 80 | 63 | 65 | 6,7 | +88 | 79 | 6,7 | 94
IgG 10,3 +9,9 11,9112 92492 10,5+ 11,1 12,5+ 10,5 0,420
IgA 8,9+6,7 10,0 + 7,1 8,9+ 6,6 10,2 + 8,3 12,3+82 0,120
IgG 10,0 9,2 11,3£94 0,560
IgA 8,9+ 6,3 10,6 £ 6,0 0,285
IgG 10,4 + 8,8 10,1 8.8 0,890
IgA 9,2+6,1 10,0 + 6,3 0,533
IgG 10,1 £ 8,1 10,9+ 9,8 0,632
IgA 9,2+5,7 10,6 + 6,8 0,284
IgG 10,1 + 8,0 12,4 £ 10,1 0,260
IgA 10,0 £5,7 12,4+7,6 0,111
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Les concentrations en IgG et en IgA a D3 toutes mamelles confondues varient
respectivement entre 0,1 et 54,3 g/L et 0,7 et 40,0 g/L. Aucune différence significative n’a été
trouvée entre les différentes mamelles pour les concentrations en IgG et IgA. Les figures 35 et

36 montrent les concentrations moyennes en IgG et en IgA en fonction des mamelles.
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Figure 35 : Concentrations moyennes en IgG (g/L) en fonction de la mamelle a D3 (pas de
différence significative entre chaque mamelle)
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Figure 36 : Concentrations moyennes en IgA (g/L) en fonction de la mamelle a D3 (pas de
différence significative entre chaque mamelle)
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Par paire de mamelles, les concentrations en IgG et IgA moyennes a D3 varient
respectivement entre 1,0 et 41,2 g/L et 0,8 et 34,1 g/L. Aucune différence significative n’a été
mise en évidence entre les concentrations en IgG et IgA respectivement entre les paires de
mamelles. Les figures 37 et 38 illustrent les concentrations des deux types
d’immunoglobulines en fonction des paires de mamelles.
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Figure 37 : Concentrations en IgG (g/L) en fonction de la paire de mamelles concernée a D3 (pas
de différence significative pour chaque classe d’immunoglobulines)
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Figure 38 : Concentrations en IgA (g/L) en fonction de la paire de mamelles concernée a D3 (pas
de différence significative pour chaque classe d'immunoglobulines)
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Nous avons testé les potentielles différences entre les latéralisations des mamelles : droite
et gauche ; toutes paires de mamelles confondues et par paire de mamelles. Aucun résultat
n’est significatif (tableau 26). La figure 39 montre les concentrations en fonction de la
latéralisation des mamelles.

Tableau 26 : Influence de la latéralité des mamelles sur la concentration en IgG et en IgA (g/L) a
D3 (moyenne + écart type)

IgG IgA
Droite (g/L) Gauche (g/L) p Droite (g/L) Gauche (g/L) p
M1-M2-M3-M4-M5 10,9 £ 10,1 11,4+11,0 0,698 10,8 + 10,0 11,0£11,0 0,196
M1 10,5+ 10,2 10,0+9,8 0,866 9,3+7,1 8,5+6,5 0,680
M2 12,5+ 11,1 11,4+11,3 0,648 10,6 = 8,0 9,4+£6,3 0,438
M3 9,0+£84 9,3+10,1 0,862 8,9+6,5 8,9+6,7 0,979
M4 10,5+ 10,7 10,4+11,5 0,959 10,5+ 8,8 9,9+79 0,754
M5 11,4 +0,5 13,7+ 11,5 0,340 11,3+6,7 11,4+94 0,260
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Figure 39 : Concentrations en IgG et IgA en fonction de la latéralisation des mamelles a D3 (pas

de différence significative pour chaque classe d’immunoglobulines)

Le tableau 25 montre les groupes effectués dans le but de séparer les mamelles craniales
et caudales. Aucune différence significative n’a été trouvée quelque soit les groupes effectués
et quelque soit la classe de I’immunoglobuline dosée.
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Pour chaque chienne, nous avons répertori¢ la mamelle produisant le lait le plus concentré
en immunoglobulines. Le but est de voir si une mamelle ou paire de mamelles sort du lot. On
compare le pourcentage trouvé par rapport au pourcentage qu’on aurait si la répartition était
homogene (soit 10% pour les mamelles comparées individuellement et 20% pour les paires de
mamelles). En ce qui concerne les IgG, deux paires de mamelles sont au-dessus de la
moyenne : M2 et M5 ; pour les IgA, M5 atteint 36,7% alors que M1 seulement 8,2%. Les

résultats sont regroupés dans le tableau 27.

Tableau 27 : Répartition des mamelles ayant la plus forte concentration en immunoglobuline au
sein du méme chienne (D : Droite ; G : Gauche)

MID MI1G | M2D M2G | M3D M3G | M4D M4G | MSD M5G
Effectif 3 2 8 7 5 2 2 6 3 10
IgG % 6,2 4,2 16,7 14,6 10,4 4,2 4,2 12,5 6,2 20,8
% 10,4 31,3 14,6 16,7 27,0
Effectif 2 2 4 7 5 1 2 8 7 11
IgA % 4,1 4,1 8,2 14,3 10,2 2,0 4,1 16,3 14,3 22,4
Y% 8,2 22,5 12,2 20,4 36,7

Pour chaque chienne, nous avons calculé le ratio entre la plus forte concentration et la
plus faible concentration des mamelles prélevées. Pour les IgG, 1’écart est d’un facteur 5,9 en
moyenne avec des valeurs allant de 1,35 a 22,1 ; pour les IgA, le ratio moyen est de 5,1 avec
des valeurs s’étendant de 1,3 a 49,2 (figures 40 et 41).
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Figure 40 : Ratio entre la concentration la plus élevée et la concentration la plus faible en
IgG entre les différentes mamelles d’une méme chienne (n=48)
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Figure 41 : Ratio entre la concentration la plus élevée et la concentration la plus faible en
IgA entre les différentes mamelles d’une méme chienne (n=49)
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III. Discussion

A. Limites de I’étude
a. Population étudiée

Les 53 chiennes incluses dans 1’étude appartiennent a 16 races différentes. Les meres
¢taient issues d’un seul et méme élevage. Cet environnement commun (logement, chauffage,
luminosité, humidité, alimentation, vaccinations, vermifugation, ...) a toutes les chiennes
permet de nous affranchir des différents effets que pourraient avoir ces facteurs sur la
composition immunologique du colostrum. Cependant, les valeurs obtenues ne sont peut-étre
pas extensibles aux autres €élevages canins puisque le choix de n’avoir qu’un seul ¢élevage a pu

sélectionner des biais.

Par rapport aux €tudes déja réalisées sur le terrain, nous avons I’avantage d’avoir un
grand nombre d’individus. De plus, nous pouvons espérer représenter au mieux l’espece
canine avec les 16 races incluses dans 1’étude (tableau 28). Cependant, il nous a été
impossible de mettre en évidence des différences inter-raciales du fait des effectifs faibles

dans chaque race.

Tableau 28 : Effectifs et prélévements des études portant sur les composants
immunologiques des sécrétions lactées canines

Etude Nombre de Nombre de Paramétres Temps de prélévements
chiennes races immunologiques
mesurés
Heddle et 4 Croisés IgG, IgA, IgM H24, H48, D3, D5, D8, D11,
Rowley (1975) D15, D19, D23, D28
Schéfer-Somi 6 1 (Rottweiler) IgG, IgA, IgM H24, H48, D3, D7, D14, D21,
et al. (2005) D28, D35, D42
Bertieri 10 1 (Beagle) IgG, IgA, IgM JO, H24, H48, D7, D14, D21,
(2012) D28, D35, D42, D49, D56
Gonnier et 44 13 IgG H24
Rossig (2013)
Coinus (2014) 21 10 IegG H24
Aggouni 139 17 IgG 1 prélévement : entre HS8 et
(2016) H24
Notre étude 53 16 IgG, IgA H4, H8, H12, H16, H20, H24,

H36, H48, D3, D4, D7, D21
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Les chiennes étaient classées en 3 formats raciaux mais avec un nombre supérieur de
chiennes et notamment en races de grandes tailles, nous aurions pu les catégoriser en 4
groupes : petit (<15 kg), moyen (15-25 kg), large (25-40 kg), trés grand (> 40kg) formats.

Nous avons classé les chiennes en 3 catégories d’age : jeune (<2 ans), adulte (2-6 ans),
agée (>6ans). Les bornes étaient identiques pour les différents formats raciaux or pour un
méme age mais deux races de tailles différentes, la notion d’age est variable : une chienne de

petite taille sera adulte a 7 ans alors qu’une race de grande taille ou géante sera agée.

b. Echantillonnage

Durant les 20 premicres heures apres la mise-bas, seule la mamelle M3 a droite a été
prélevée. Le choix de ne prélever qu’une seule mamelle avait pour but de ne pas limiter la
quantité de colostrum disponible pour les chiots. Prélever toutes les mamelles durant les 20
premiéres heures aurait permis de mieux documenter la variabilité entre mamelles et de

déterminer plus précisément la concentration moyenne en IgG a un temps donné.

Malgré un nombre d’échantillons €levé (753), il reste peu de valeurs pour les différentes
comparaisons apres mise en classe. En effet, pour chaque chienne nous n’avons pas pu a

chaque temps de lactation (entre H4 et H20) prélever tous les échantillons prévus.

c. Délais de prélevement apres la mise-bas

Les prélevements ont débuté 4 heures apres la mise-bas pour les chiennes dont I’horaire
précis était connu. Ce délai est plus court que les délais rapportés dans toutes les autres études
portant sur la qualit¢ immunologique du colostrum chez la chienne (tableau 28). Cependant,
chez la truie, la concentration en IgG diminue d’environ 15 a 30% au cours des 3-4 premicres
heures post-partum (Devillers et al. 2007). Il aurait été intéressant de prélever du colostrum
juste apres la naissance du premier chiot et avant la premicere tétée pour avoir les valeurs de

concentrations initiales en immunoglobulines.

De plus, les chiots étaient laissés avec la mére et tétaient donc librement. A chaque
prélevement, il était impossible de connaitre le délai entre la dernicre tétée et le prélévement.
Le temps que la glande mammaire produise a nouveau du lait, il est possible que certains
prélévements aient été réalisés avant que la production ne soit complete et cela peut biaiser les

résultats.
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d. Classes d’immunoglobulines non dosées

Seules les IgG et les IgA ont été dosées dans notre étude malgré la présence d’IgM dans
les sécrétions lactées canines (Tizard 2013). Nous avons pris le parti de ne pas les doser car
les concentrations restent constantes tout au long de la lactation, les IgM ne représentent
qu’une petite part des immunoglobulines (la concentration en IgM sur la lactation est de 0,6 &
0,08 g/L et elles représentent seulement 2% des immunoglobulines totales selon Bertieri
(2012). De plus, dans cette méme étude, les IgE ont été dosées sur la moitié¢ des échantillons
prélevés et leurs concentrations n’ont pas €té reportées car les résultats ont donné des

concentrations quasi nulles.

B. Résultats
a. Qualité immunologique des sécrétions lactées

Au cours des premieres heures de lactation (H4-H8), la concentration en IgG chez la
chienne (40,2 + 12,8 g/L) est plus élevée que pour les autres ¢tudes menées dans I’espece
canine (Schifer-Somi, 2005 : 19,3 £ 20,9 g/L ; Bertieri, 2012 : 26,5 £ 6,8 g/L). Cela
s’explique facilement car comme les concentrations diminuent rapidement au cours des

premieres 36 heures, plus on préleve tot plus les concentrations seront élevées.

En revanche, par rapport aux études menées chez d’autres espéces, nous trouvons une
concentration moyenne en IgG a H4-H8 moins élevée : 62,0 + 23,8 g/L chez le chat (Claus et
al. 2006), 62,3 = 20,1 g/L et 74,2 = 6,1 g/L chez la truie (Foisnet et al. 2010 ; Quesnel 2011),
101 g/L chez la brebis (Tian et al. 2015), 47,9 + 25,5 g/L chez la chévre (Levieux et al. 2002),
65,4 £ 51,5 g/L chez la vache laitiere et 114,8 = 42,7 g/L chez la vache allaitante (Chigerwe
et al. 2005), 54,5 g/L chez la jument (Erhard et al. 2001), 100,7 + 60,4 g/L chez le chamelle
(El-Hatmi et al. 2006). Pour la grande majorité de ces études, les premiers prélévements ont
¢été réalisés juste apres la sortie du premier (ou du seul) nouveau-né. Les différences observées
avec notre étude pourraient donc s’expliquer par le délai entre la sortie du premier nouveau-né

et le prélevement qui est plus long pour notre étude.

En ce qui concerne les proportions d’immunoglobulines, a H24, les IgG représentent

entre 60 et 80% des immunoglobulines totales (tableau 29). Le 3°™ jour de lactation marque

une transition puisque les IgA sont majoritaires ou sont en voie de I’étre.
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Tableau 29 : Proportions (%) des différentes classes d'immunoglobulines dans les sécrétions
mammaires de la chienne ; synthese bibliographique (la partie grisée montre les temps de lactation
pour lesquels les IgA sont majoritaires)

Heddle et Rowl
© (e] ;75)‘” Y | schifer-Somi (2005) Bertieri (2012) Notre étude
"ll"en:p: de (244 chi ) (6 chiennes) (10 chiennes) (53 chiennes)
actation a 4 chiennes
IgG | IgA | IgM | 1gG | IgA | 1gM | 1gG IgA | IgM | IgG IgA
g g g g g g g
H4
/ / / / / / 56%* | 42%* | 2%* | 63,2% | 36,8%
(* : DO)
H24 80% | 18% | 2% | 64,8% | 33,2% | 2,0% | 59,1% | 39,5% | 1,4% | 59,3% | 40,7%
H48 50% | 42% | 8% | 68,2% | 30,3% | 1,5% | 54,5% | 43% | 2,5% | 56,3% | 43,7%
D3 38% | 52% | 10% | 74,1% | 24,3% | 1,6% | 52% 44% 4% | 51,2% | 48,8%
D4 12% | 76% | 12% / / / 46% 50% 4% | 22,6% | 77,4%
D7 11% | 78% | 11% | 35,1% | 57,9% | 7,0% | 29% 67% 4% | 26,5% | 73,5%
D14 6% | 80% | 14% | 45,5% | 45,5% | 9,1% 9% 87% 4% 19,0% | 81,0%
D21 6% | 80% | 14% | 14,9% | 79,7% | 5,4% 7% 89% 4% 18,4% | 81,6%

b. Evolution de la concentration en immunoglobulines

La tendance des concentrations en IgG au cours de la lactation est la méme pour notre

¢tude que pour la littérature chez la chienne et chez les autres especes ; c’est-a-dire une

diminution au fur et a mesure de la lactation (tableau 30). Chez la chienne, les écarts-types

montrent une grande variabilité des valeurs quelque soit 1’étude.

En ce qui concerne les IgA et a partir de H24, la diminution semble étre plus marquée
pour Schéfer-Somi et al. (2005) et Bertieri (2012) que pour notre étude (tableau 29). Nous

avons pu trouver des différences significatives pour les concentrations en IgA entre certains

temps de lactation alors que Bertieri (2012) n’en avait pas.

68




Tableau 30 : Concentrations (g/L) (moyenne + écart type) en IgG et en IgA au cours de la
lactation dans les sécrétions mammaires de la chienne ; synthése bibliographique

Schéifer-Somi et al. .y
cha e(rzo(c;;r)n cta Bertieri (2012) Notre étude
Classe
IeG IgA IeG IgA IeG IgA
d’immunoglobulines g & g £ & &
19,3 9.9 26,5 17,7 17,3 11,9
Concentration a H24
+20,9 +4,3 +6,8 +3,8 +10,4 +6,2
13,5 6,0 12,1 9,5 10,8 9,2
Concentration a H48
+9.4 +1,7 +2,0 +1,7 +11,6 +9,1
2,0 2,0 0,6 6,4 2,6 10,9
Concentration a D14
+2,1 +2,1 +0,1 +0,9 +2,9 +7,4

En s’intéressant a la diminution de la concentration en IgG au cours du temps, on constate
que chez les autres especes, le pourcentage de diminution est du méme ordre que celui que
nous avons trouvé chez le chien (tableau 7) : chez la truie, le pourcentage de diminution entre
le début de la mise-bas et 24 heures est de 70,9 + 18,1% (Quesnel 2011) a environ 80% pour
Foisnet et al. (2010) ; avec un pourcentage de diminution qui atteints les 50% dés 12 heures
post-partum (Farmer et al. 2006). Chez la cheévre, Moreno-Indias et al. (2012) trouvent un

pourcentage de diminution en IgG de 89% au cours des 10 premicres heures apres le part.

Les proportions de chaque classe d’immunoglobulines peuvent étre comparées a celles de
trois études (tableau 29). On peut noter qu’a partir de D14, les proportions en IgG pour les
deux autres études passent la barre des 10% alors que nos valeurs sont stables autour de 20%.

Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que nous n’avons pas dosé les [gM.

La figure 42 montre 1’évolution des proportions en IgG, IgA et IgM au cours de la
lactation selon Bertieri (2012). Ce graphique est comparable a celui que nous avons construit

avec nos valeurs.
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Figure 42 : Proportions relatives des différentes classes d’immunoglobulines au cours de la
lactation dans les sécrétions lactées canines selon Bertieri (2012) (n=10 ; chiennes Beagles)

c. Définition du colostrum dans I’espece canine

Le colostrum est défini physiquement comme étant un liquide jaunatre sécrété par les
glandes mammaires immediatement apres le part (figure 43).

Figure 43 : Aspect des sécrétions lactées au début de la lactation
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Trouver une définition d’un point de vue chimique du colostrum est plus difficile. Dans
I’espece canine, aucune ¢tude n’a donné de définition du colostrum en terme de concentration
en immunoglobulines. Dans I’espece bovine, il existe une définition 1égale du colostrum qui
est la suivante : selon le décret du 25 mars 1924 (modifi¢ et complété par le décret du 4
janvier 1971), sera considéré comme lait impropre a la consommation humaine, «le lait
provenant d’une traite opérée moins de sept jours apres le part, et, d’'une maniere générale, le
lait contenant du colostrum ». Biologiquement parlant, Devillers et al (2006) définissent le
colostrum de la truie comme étant les premieres sécrétions lactées produites jusqu’a ce que la
matiere seche diminue suffisamment pour avoir du lait. Dans 1’étude récente de Sanchez-
Macias et al. (2014), la composition des s€crétions lactées a été étudi¢e chez la chevre dans le
but de distinguer les différentes sécrétions lactées: ils ont obtenu un pourcentage de
diminution en 24 heures de 39% en IgG, de 53% en IgA et de 69% en IgM. Ils concluent en
disant que le colostrum correspond aux sécrétions lactées des 24 premicres heures car la
concentration en immunoglobulines reste convenable pour permettre un transfert d’immunité

passif.

Parallelement chez la chienne, une récente these (Aggouni 2016) a montré un seuil de
12,4 g/LL au dessus duquel le colostrum est de bonne qualit¢ immunologique. Entre la
moyenne trouvée a H4-H8 et ce seuil, le pourcentage de diminution est de 69,2%. En
s’appuyant sur les pourcentages de diminution calculés a partir de nos analyses, ce seuil est
atteint entre H24 (pourcentage de diminutionde 60,0%) et H36 (pourcentage de
diminution de 73,9%). En prenant une marge de sécurité, on peut proposer que le colostrum

correspond aux premieres sécrétions lactées jusqu’a 24 heures apres la mise-bas.

Quelques jours apres la mise-bas, les sécrétions lactées deviennent de plus en plus
blanches et moins denses. Il y a eu transition entre le colostrum et le lait. Cette période de
transition se caractérise par des changements nutritionnels, métaboliques, hormonaux et
immunologiques de la glande mammaire et il faut 5 jours pour arriver a la composition
normale du lait de cheévre et ils nomment les sécrétions lactées de H24 a DS comme étant le
lait de transition (Sanchez-Macias et al. 2014).
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d. Variabilité et facteurs de variation inter-chiennes

Il existe une forte wvariabilit¢ entre les chiennes quant aux concentrations en
immunoglobulines. Ces différences pourraient s’expliquer grace aux facteurs de variation

¢tudiés précédemment.

Ces fortes variations pourraient avoir des conséquences sur la portée. En effet, pour de
nombreuses portées, les chiots les plus faibles pourraient avoir acces seulement aux mamelles
qui ne produisent pas des sécrétions lactées de bonne qualité et cela pourrait aggraver leur état
par rapport aux chiots plus vigoureux. Cependant, le comportement de tétée des chiots est mal

connu et on ne sait pas si un chiot téte toujours a la méme mamelle.

i. Variations inter-raciales

Dans I’espece canine, il existe une grande variabilité inter-raciale avec un rapport de
poids pouvant atteindre 80 (Chihuahua vs Dogue Allemand). Il est donc légitime de se
demander si ces variations se répercutent sur la concentration en immunoglobulines dans le
colostrum. Aucune différence significative n’avait €t¢é mise en évidence dans 1’étude de
Gonnier et Rossig (2013). Nous avons pu montrer une différence significative entre les
grandes races et les petites races seulement pour les concentrations en IgA et pour H4-H8. 11
apparait que les races de grande taille sécrétent plus d’IgA que les races de petite taille.
Cependant, en analysant les tableaux 15 et 16 et les figures 27 et 28, on voit que tout au long
de la lactation et pour les deux classes d’immunoglobulines testées, les concentrations tendent
a étre plus élevées chez les grandes races que chez les petites : les concentrations en IgG
(respectivement IgA) pour les formats de grande taille pouvant étre jusqu’a 2 (respectivement
1,9) fois plus élevées que pour les petites races. De méme, le pourcentage de diminution en
IgG (entre H4-HS8 et H36) est plus ¢€levé pour les chiennes de petit format (90,2%) que pour
les chiennes de grand format (63,7%) (figure 29).

Si la qualit¢ immunologique des sécrétions lactées est affectée par le format racial, on
peut se demander si la mortalité des chiots est plus élevée chez les petites races que chez les
grandes. L’¢étude de Belin (2013), montre I’inverse : plus le format racial est grand plus la

mortalité des chiots nés vivants est ¢levée jusqu’a 21 jours.

Dans I’espece bovine, il a ét¢ prouvé que les vaches de race allaitante ont un taux plus
¢levé d’IgG dans leur colostrum que les vaches de race laitiere. Le volume de colostrum
produit est cependant plus élevé chez la vache laitiére et aurait un effet de dilution des I1gG
(Chigerwe et al. 2005). Chez la chienne, une seule étude a calculé la production des sécrétions
lactées (durant la premicre semaine) : la quantité de colostrum produite par jour représente

2,7% du poids de la chienne (Meyers 1985 ; n=5). Il serait intéressant d’étudier 1’effet race sur
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cette production pour pouvoir mettre en relation les données de production et les

concentrations en immunoglobulines.

Chez la truie, Quesnel (2011) a montré que les concentrations en IgG chez les Large
White sont plus élevées que chez les croisées Large White - Landrace. Il serait donc
intéressant d’étudier la variabilité des concentrations en IgG en fonction des différentes races

de I’espece canine et pas seulement en fonction du format racial.

ii. Variabilité liée a [’dge et la parité de la chienne

Nous avons montré qu’il existe une corrélation positive (figures 18, 19 et 20) entre 1’age
de la mere et la concentration en IgG dans les sécrétions lactées a plusieurs moments de la
lactation (H4-HS8, H36, D4). Ainsi plus les chiennes sont agées, plus leurs sécrétions lactées
sont riches en IgG. En ce qui concerne les IgA, rien n’a pu étre significativement démontré
bien que pour certains moments de la lactation, la tendance fiit la méme. Ces résultats sont en
accord avec ceux trouvés par Coinus (2014) : la concentration en IgG des jeunes chiennes
¢tait de 24,3 g/L contre 39,9 g/L pour les chiennes plus agées (p=0,011 ; n=20). Aucune
différence significative entre les catégories d’age n’a été trouvée en ce qui concerne le

pourcentage de diminution en 36 heures en IgG.

L’age de la mére a donc une influence sur la concentration en IgG mais pas sur le

pourcentage de diminution de ceux-ci.

En ce qui concerne la parité, les concentrations en IgG chez les primipares sont
inférieures a celles des multipares pour H24, H48-D3 et D4. Cependant, le numéro de parité
était inconnu pour 20,8% des chiennes de notre effectif (données manquantes pour quelques
chiennes quand I’¢éleveur a acheté I’¢levage). Il serait intéressant de mieux connaitre I’effet de
la parité sur les concentrations en immunoglobulines des sécrétions mammaires pour
déterminer a partir de quel numéro de portée les taux immunoglobulines sont
significativement plus élevés. Méme si les concentrations en IgG dépendent de la parité, il
n’est pas certain qu’il en soit de méme pour le taux sérique d’IgG chez les chiots ou la

mortalité.

On peut noter que pour la reproduction des espéces de production animale (vache, truie,
chien dans un gros élevage), les femelles sont mises a la reproduction le plus tot possible et au

moins une fois par an : la parité et 1’4ge de la femelle sont liés. Si 1’age est corrélé a la

concentration en immunoglobulines, la parité I’est aussi.

Chez les autres espéces, la parité/I’age exerce aussi un effet sur la concentration en
immunoglobulines dans le colostrum. Chez la vache, Tyler et al. (1999) ont montré que les

vaches étant dans leur 3°™ lactation ou plus avaient 19,5 g/L d’IgG en plus que les
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primipares. Chez la truie, le taux d’IgG a H24 dans les sécrétions lactées est influencé par la
parité : les primipares ont une concentration en IgG moins ¢élevée que les multipares (Quesnel
(2011) ; figure 44). Cabrera et al. (2012) ont montré que la concentration en IgG pour les

truies multipares est plus €levée de 5% que celle des primipares.
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Figure 44 : Effet de la parité sur la concentration en IgG du colostrum chez la truie
(Quesnel 2011)

On pourrait expliquer la différence trouvée entre les primipares et les multipares par le
fait qu’une mere primipare est normalement jeune et qu’elle n’a pas fait face a autant de
pathogeénes qu’une mére multipare. De plus, la glande mammaire d’une primipare est moins
développée, avec un nombre de cellules épithéliales moindre et donc des capacités de

stockage puis de transport des immunoglobulines diminuées.

iii.  Variations selon la taille/le poids de la portée

La taille de la portée (nombre de chiots nés vivants) a une influence sur la concentration
en IgG : plus la taille de la portée est élevée moins les sécrétions lactées a H12-H16-H20 sont
riches (figure 31). Les autres tests de corrélation (effet de la taille de la portée tout au long de
la lactation) n’étaient pas statistiquement interprétables mais montraient la méme tendance.
Nous avons choisi de travailler sur le nombre de chiots nés vivants pour étudier I’influence du

nombre de chiots qui tetent sur les concentrations en immunoglobulines.

Le poids total de la portée (somme des poids des chiots vivants a H12) a également une
influence sur la concentration en IgG : plus le poids total de la portée est élevé moins les

sécrétions lactées a H48-D3 sont riches (figure 34).
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En affinant nos analyses (en prenant en compte en particulier le format racial), nous
avons trouvé un nombre plus important de corrélations entre la taille/le poids de la portée et
les concentrations en IgG/IgA. En effet, il est plus judicieux de comparer les portées des
chiennes de petites races (respectivement grandes races) ensemble puisque la taille de la
portée dépend du format racial. Toutes les corrélations mises en évidence sont négatives : plus
une portée est grande (taille et poids), moins les concentrations en immunoglobulines sont

élevées.

Enfin, la catégorie de taille de la portée a un effet sur le pourcentage de diminution en
IgG entre H4-HS8 et H36 : il est plus élevé pour les portées moyennes a grandes.

Ces trois derniers points montrent globalement que plus une portée est nombreuse, moins
les sécrétions sont riches en IgG et que leur diminution est plus marquée que pour des portées
de petite taille. Comme 1’origine des IgG dans les sécrétions lactées au début de la lactation
est majoritairement sérique et qu’elles sont stockées dans la glande mammaire avant le début
de la lactation, et comme une portée de grande taille/poids a besoin de plus de quantité de
colostrum qu’une portée de petite taille/poids, il est logique que les concentrations en IgG
soient plus faibles et diminuent plus vite apres le début de la tétée des chiots avec les grandes
portées. Gonnier et Rossig (2013) ainsi que Coinus (2014) n’avaient pas pu mettre en

évidence de résultats significatifs.

Chez la truie, plusieurs €tudes trouvent des résultats opposés en ce qui concerne I’effet de
la portée sur le colostrum : pour Devillers et al. (2005), les truies les plus productrices (en
quantité¢ de colostrum) ont des portées plus lourdes et plus nombreuses. La quantité de
colostrum produite est alors corrélée au poids moyen individuel de la portée ; cela pourrait
étre expliqué par le fait que plus les porcelets sont lourds, plus ils sont vifs et plus ils
stimuleraient les mamelles et donc augmenteraient la production de colostrum. Cependant,
Foisnet et al. (2010) et Quesnel (2011) n’ont pas trouvé de corrélation. De plus, aucune de ces
trois études n’a pu mettre en évidence une relation entre la taille/poids de la portée et la
concentration en IgG dans le colostrum.

e. Variabilité et facteur de variation intra-chienne : les mamelles

En plus de la variabilité inter-chiennes, les concentrations varient beaucoup selon la
mamelle prélevée. Plusieurs hypothéses pourraient étre avancées pour expliquer ces
variations : un flux sanguin dans la glande mammaire variable, expression plus ou moins
importante du FcRn responsable d’un stockage d’IgG pre-partum différent, variations dans la
production laitiere responsables d’une dilution plus ou moins importante des

immunoglobulines dans les sécrétions lactées. Mais aucune étude n’a été réalisée pour
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explorer les causes de la variabilité intra-chienne des concentrations en immunoglobulines

chez la chienne.

Nous avons testé la variation entre mamelles du taux d’immunoglobulines car des études
ont mis en ¢évidence des différences entre mamelles pour d’autres especes. En effet, chez la
vache, bien que les quantités d’IgG dans le lait issu des quartiers avants et arriéres soient
proches et corrélées, il existe une différence significative dans le sens ou le lait issu des
quartiers postérieurs est légerement plus riche (56,2 g/L) en IgG que celui issu des quartiers
antérieurs (53,1 g/L) (Le Cozler et al. 2016). Cependant, chez la truie, Wu et al. (2010) ont
montré inversement que le taux d’immunoglobulines dans les quartiers antérieurs était

supérieur a celui des quartiers postérieurs.

Chez la chienne, nos résultats n’ont pas montré de différence significative entre les
mamelles quant a la concentration en IgG et en IgA dans les sécrétions lactées. D’autres

¢tudes ont obtenu les mémes résultats (Gonnier et Rossig, 2013 ; Coinus, 2014).

Il n’est donc pas possible de conseiller aux éleveurs de favoriser la tétée d’une paire de

mamelles plutdt qu'une autre afin d’améliorer le transfert d’immunité passive.

Le protocole d’échantillonnage pourrait €tre mis en cause. En effet, dans notre étude, la
recherche de différences entre mamelles n’a été effectuée qu’a un seul moment (D3) méme si
les échantillons ont été prélevés par paire de mamelles a partir de H24 (les échantillons ont été
poolés pour les tests ELISA). Peut-étre qu’en prélevant et en dosant du lait de chaque tétine a
intervalles d’heure différents et sur assez d’individus, il serait possible d’atteindre une
puissance suffisante pour conclure quant a ’existence ou non d’une différence entre les

mamelles.

I1 est légitime de penser qu’il existe des différences entre mamelles car bien que les IgG
proviennent majoritairement d’un transfert depuis la circulation sanguine (auquel cas une
concentration en IgG homogene serait logique), elles sont stockées dans la glande mammaire
avant la mise-bas et il existe une synthese locale. Ces étapes intermédiaires pourraient €tre a

’origine de différence entre les mamelles.
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C. Perspectives
a. Doser le taux d’IgG dans le colostrum au chevet de la mére

Il existe dans les especes a forte production animale (ruminants, porc) des systémes de
dosage d’immunoglobulines (pese colostrum, réfractometre optique ou digital) du colostrum
des la mise bas pour prévenir un mauvais transfert d’immunité passive en donnant au
nouveau-né un colostrum de meilleure qualité. Mais chez le chien, Mila et al. (2015) ont
montré que la concentration en IgG dans le colostrum n’était pas corrélée a sa densité optique.
D’autres études seraient donc nécessaires pour mettre au point une solution technique pour

permettre de connaitre la qualité du colostrum au chevet de la mere.

De plus, aucune étude n’a encore mis en évidence chez le chien une corrélation entre le
taux d’IgG colostral chez la mere et le taux d’IgG sérique chez le chiot (Mila et al. 2014). Une
telle relation permettrait de définir un seuil de concentration en IgG dans le colostrum pour
lequel, si la concentration est inférieure, il faudrait €tre plus vigilant quant a la prise
colostrale. Une étude récente a étudié la qualité immunologique du colostrum et montre qu’un
colostrum ayant une concentration inférieure ou égale 12,4 g/l est de mauvaise qualité
(Aggouni, 2016). Ce seuil a été défini en étudiant I’impact de la concentration en IgG du
colostrum sur la santé des chiots. Approfondir la question permettrait de définir un seuil pour

lequel le risque de défaut de transfert d’immunité passive serait augmente.
Dans cette situation, plusieurs moyens pourraient étre mis en ceuvre :

* S’assurer que la prise colostrale soit précoce et en quantité suffisante pour chaque
chiot de la portée

* Distribuer aux chiots du colostrum de bonne qualité préalablement congelé

* Supplémenter les chiots en plasma hyper-immunisé

* Faire adopter les chiots a une mere dont la qualit¢ en immunoglobulines du

colostrum est connue.

b. Remplacer le colostrum par du lait ?

Le réle majeur du colostrum est de permettre une immunité systémique chez le chiot
jusqu’a ce qu’il puisse se protéger lui-méme. Mais le lait ne contient que des IgA (80-90%)
qui n’ont aucune action systémique. Administrer seulement du lait a un chiot qui vient de
naitre n’est pas suffisant. On pourrait penser a supplémenter le chiot en immunoglobulines
grace par exemple a du plasma d’adulte. Deux études (Poffenbarger et al. 1991 ; Bouchard et
al. 1992) ont montré que la supplémentation orale avec du plasma hyper-immunisé ne suffit
pas a obtenir un transfert d’immunité passive aussi bon qu’avec du colostrum. On peut donc

utiliser du lait de chienne en remplacement du colostrum a condition de supplémenter les
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chiots par voie orale avec du plasma hyper-immunisé tout en sachant que le transfert
d’immunité passive sera moins bon qu’avec du colostrum. Chez le chaton, Crawford et al.
(2003) ont montré que la supplémentation par voie sous-cutanée permettait un taux sérique en
IgG plus élevé que pour une supplémentation par voie orale. Cette voie pourrait étre explorée
chez le chiot.

Une autre alternative serait d’administrer au chiot du lait de transition. Selon le tableau 7,
la concentration en IgG atteint 50% de sa valeur initiale (mesurée a H4-H8) a D4. 1l serait
donc intéressant pour un éleveur de congeler une partie du lait produit par une chienne apres
H24 (soit apreés la fermeture de la barriere intestinale de ses chiots) et jusqu’a D4 dans
I’optique de nourrir des chiots orphelins pour apporter un minimum d’immunoglobulines.
Cependant, I’efficacité¢ de cette méthode doit étre testée pour évaluer ’efficacité du transfert

d’immunité passive dans ces conditions.

c. Augmenter le taux d’IgG et d’IgA et/ou les orienter vers certains pathogenes

Afin de parvenir a de meilleurs transferts d’immunité passive, il est légitime de
s’intéresser aux mécanismes permettant d’augmenter la production de colostrum et

d’améliorer sa qualité en orientant les IgG contre des agents pathogenes précis.

Le contrdle de la colostrogenese se fait par les hormones sexuelles et lactogenes. Tucker
(1985) a montré que le début de la colostrogenése coincidait avec une augmentation des
concentrations sanguines de la mere en cestrogeénes, corticostéroides, hormones de croissance

et en prolactine, en parall¢le d’une diminution de la progestéronémie.

Baumrucker et Bruckmaier (2014) rapportent que la colostrogenese est induite par la
circulation systémique d’cestradiol et de progestérone synthétisé par le conceptus chez la
vache. Apres des séries de 7 jours d’injection d’cestradiol et de progestérone, le taux d’IgG
dans le lait de vache augmente (maximum atteint apres 22 jours) (figure 45). Smith et al.
(1971) avaient déja testé ce type d’induction et précisaient déja que 1’injection d’cestradiol

sans progestérone ne permettait pas de produire du colostrum.
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Figure 45 : Taux d'IgG1 dans les sécrétions lactées chez la vache suite a l'induction de la
colostrogenése avec de l'eestradiol et de la progestérone (Baumrucker et Bruckmaier, 2014)
Certaines ¢tudes ont étudi¢ 1’expression du récepteur p/gR dans la glande mammaire chez
la brebis. Pouvoir I’augmenter permettrait d’augmenter le taux d’IgA et d’IgM dans les
sécrétions lactées et ainsi augmenter le réle immunitaire local du lait. Les deux travaux de
Rincheval-Arnold et al. (2002a ; 2002b) ont montré que chez la brebis, la stimulation du
gene plgR résultait des effets combinés de la prolactine et de glucocorticoides ainsi que de

I’interferon gamma.

Aucune ¢étude n’a été réalisée chez la chienne sur la production laitiére, son induction, et
sur la stimulation des récepteurs a IgA et IgM ; mais celles réalisées chez les autres especes
productrices (vache, truie, brebis) pourraient servir de point de départ pour étudier I’induction
de la colostrogenese et I’augmentation des taux en IgA dans les sécrétions lactées pour

I’espéce canine.

Certains pathogenes sont trés pathogenes pour des chiots non immunisés. La vaccination
des meres est un moyen d’orienter spécifiquement les immunoglobulines contre des
pathogeénes mais ne permet pas d’augmenter leur concentration. La vaccination des meres
réalisée dans I’objectif de protéger les nouveau-nés (via le transfert post-natal d’anticorps
colostraux spécifiques) existe pour beaucoup d’especes et s’est révélée étre efficace et slre
(Pravieux et al. 2007). Poulet et al. (2001) ont montré que le transfert d’immunité passive
contre I’herpesvirus de type 1 est efficace : les chiots des chiennes vaccinées n’ont présenté
aucun symptome apres une mise en contact oro-nasale du virus a 3 jours de vie contrairement
aux chiots des meres non vaccinées qui ont présenté des symptdmes et qui en sont morts dans
62% des cas.
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Chez les bovins, cette technique est utilisée et son efficacité pour la santé¢ des veaux
démontrée. Les taux sérique et colostral en anticorps spécifiques sont significativement plus
¢levés chez les meres vaccinées que chez les non-vaccinées; le transfert passif
d’immunoglobulines est aussi meilleur chez les veaux nés de meres vaccinées. Ces études
I’ont montré pour différents pathogenes comme Salmonella thyphimurium, rotavirus,
coronavirus, Pasteurella multocida (Myers et Snodgrass 1982 ; Jones et al. 1988 ; Hodgins et
Shewen 1996).

Dans I’espéce équine, Turner et al. (2008) ont montré que des poulains nés de meres
vaccinées contre le virus West-Nile ont un taux sérique d’anticorps spécifiques contre le virus

West-Nile plus élevé que des poulains issus de meres non vaccinées.

Ainsi, la vaccination au cours de la gestation ne semble pas avoir pour conséquence une
augmentation du taux sérique global en IgG chez les nouveau-nés mais plutdt une orientation
spécifique des anticorps contre certains pathogeénes. Ces faits restent encore a tester dans

I’espéce canine.

d. Role des composants immunitaires pour la mere

Le lait ayant un role majeur pour le développement des chiots, les mammites cliniques et
subcliniques dans I’espéce canine peuvent étre a 1’origine de septicémie chez le chiot apres
ingestion du lait: soit par transfert direct des agents pathogeénes qui provoquent une
septicémie soit par un affaiblissement des défenses du chiot qui permet a d’autres agents
pathogenes de provoquer une septicémie (Schifer-Somi et al. 2003). Dans I’espéce bovine, un
veau nourri avec un lait infecté par S. aureus a plus de risque de présenter de la diarrhée. Ces
mémes auteurs ont montré qu’un traitement du lait contaminé par la chaleur est une méthode
simple qui permet de réduire les risques pour la sant¢é du veau, notamment du risque
diarrhéique (Abb-Schwedler et al. 2014).

La détection d’'une mammite clinique devra faire I’objet d’un traitement et d’une mise a
I’écart des chiots pour éviter tout risque de transmission des agents pathogénes. Cependant, la
prévalence des mammites subcliniques et cliniques reste inconnue. Erbacher (2015) a montré
que seules 58% des chiennes de son étude (comptant 50 chiennes) n’ont aucune mamelle
inflammée 3 jours aprés la mise-bas mais ne détermine pas la prévalence. On peut se
demander si les agents immunologiques dans les sécrétions lactées jouent un réle dans la lutte

contre les mammites.

Aucune ¢étude n’a été rapportée a ce sujet dans ’espéce canine mais chez la vache,
Sarikaya et al. (2005) ont montré I’importance relative des trois populations de cellules

blanches du lait de la citerne du trayon, du lait alvéolaire et du lait résiduel. Il en résulte que

80



dans chaque fraction de lait, la population de cellules contient plus ou moins de chaque type
cellulaire. Dans le lait de la citerne du trayon, les leucocytes sont plus concentrés que dans le
lait alvéolaire avec une prédominance de macrophages. Il en résulte que cette population de
cellules joue un role majeur dans les défenses immunitaires de la mamelle puisqu’elles se

situent directement a la porte d’entrée des pathogenes.
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CONCLUSION

L’importance de la prise colostrale et indirectement de la qualit¢é immunologique du
colostrum pour la survie des nouveau-nés a €t¢ démontrée pour de nombreuses especes. Notre
¢tude a pu mettre en évidence une diminution forte et rapide des concentrations en
immunoglobulines apres la mise bas ainsi que de fortes variabilités inter-chiennes et intra-
chienne. L’age de la mere, son format racial, la taille et le poids de la portée sont des facteurs
influencant la qualit¢ immunologique du lait. Aucune différence statistique entre mamelles

n’a pu étre trouvée.

Aucune recommandation fiable et prouvée ne peut étre tirée de cette étude pour permettre
d’améliorer le transfert d’immunité passive des chiots en ¢levage. Cependant, les facteurs de
variation mis en évidence pourraient étre des données a prendre en compte sur le terrain pour
porter plus d’attention a certaines portées. Par ailleurs, un dosage des immunoglobulines du
colostrum au chevet de la chienne peut étre réalisé avec des méthodes prouvées chez d’autres
especes (comme I’utilisation d’un réfractometre) pour permettre aux éleveurs de créer une
banque de colostrum utilisable en cas de mauvaise qualité¢ de colostrum chez une autre mere,

d’agalactie, de mort de la mere, de portée nombreuse, etc.

Cette étude offre de nombreuses perspectives : des prélevements de colostrum plus tot
apres la mise-bas, des analyses supplémentaires pour permettre de qualifier non seulement la
qualit¢ immunologique mais ¢€galement nutritionnelle du colostrum; une ¢étude du
comportement de tétée des chiots pour montrer si les chiots ont une mamelle « attitrée » ; une
¢tude permettant de comparer des races entre elles et pas seulement des formats raciaux ; une
¢tude portant sur la quantité ingérée par les chiots ; une étude pour établir une méthode

permettant d’estimer la quantité¢ d’immunoglobulines facilement au chevet de la chienne.

Pour finir et comme vu dans la partie bibliographique, les immunoglobulines ne
représentent qu’une petite partie des agents immunitaires des sécrétions lactées dans I’espece
canine mais peu d’études s’y sont intéressés. Dans des futurs travaux, ces autres composants

pourraient étre évalués et leurs effets sur la santé des chiots recherchés.
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Pattern of immunoglobulin G concentration in canine colostrum and milk during the lactation
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Puppies are born almost agammaglobulinemic and colostrum intake, providing passive immunity, is
indispensable for their survival'. As gut closure begins in puppies between 6 and 8 hours after birth
and is completed in 16 to 24 hours?, colostrum intake has to take place as soon as possible after birth.
But due to parturition length, depending on the decrease rate of immunoglobulin G (IgG), some
puppies may ingest colostrum of low immune quality. This study intends to describe the evolution of
IgG concentration in canine mammary gland secretion and to provide a definition of the colostrum in
the dog. Fifty-eight bitches belonging to 18 different breeds were included within one breeding
kennel. Each female was followed during the whole period of lactation (from parturition to puppies
weaning). Dams were categorized by breed size (small: <15kg; large: >15 kg), age (young: <2 years
old; adult: 2-6 years old; old: >6 years old). Litter size was categorized into quartiles (small: lowest
25%, large for the largest 25% and medium for others), separately for small and large breed sizes.
Mammary secretion was collected every 4 hours until 20 hours after parturition (H4, H8, H12, H16,
H20; n=19); and then at 24 hours (H24), 36 hours (H36), 48 hours (H48), 4 days (D4), 7 days (D7), 14
days (D14) and 21 days (D21) after the parturition (n=58). IgG concentrations were analysed with
commercial ELISA test (Dog IgG-Quantitation Kit, Bethyl Lab, Montgomery, USA). The effect of
time on IgG concentration was assayed with Friedman’s ANOVA test (Tanagra, Lyon, France). The
effect of age, breed size and litter size on IgG concentration during the first 24h were tested with
Kruskal-Wallis test. Data are presented as mean + SD. IgG concentration in mammary secretion from
373 collected samples varied from 0.38 g/l to 78.8 g/l. Significant decline in IgG concentration was
observed over the lactation from 38.5 + 8.9 at H4 to 1.8 + 2.2 at D21 with significant variations
between sampling times (Table 1).

Time H4 HS8 H12 H16 H20 H24 H36 H48 D4 D7 D14 D21

IgG  38,5" 414" 37,1° 293% 235° 173 109° 108" 42" 3,1° 26 1,8"
(g +89 151 =+17.8 =+16,3 152 +104 +7,9 +11,6 +51 +42 429 +22

Table 1. IgG concentration in mammary secretions in the bitch (n=58). Mean values with
different superscript letters were significantly different (P < 0.05).

The average decrease rate between H4-H8 and H24 was 60.0 + 18.0% (n=19). The decrease was
linked neither to the litter size, nor to the age of the bitch, but to the breed size: IgG concentration
declined slower in large breeds than in small ones (49.8% vs 73.9% decrease between H4-H8 and
H24, p=0.02). As the IgG concentration is decreased by more than 50% by H24, colostrum in the
canine species can be defined as the mammary secretion of the first day of lactation. It could be
hypothesized, that the slower decline in large breeds could contribute to the higher passive immune
transfer in puppies from large breeds. Transitional milk (between H24 and D4 post-partum), i.e.
collected from a dam after the gut closure of her own puppies, could be frozen to feed orphaned
puppies; however, its efficacy for passive immune transfer remains to be tested.

[1] Mila H, Grellet A, Feugier A and Chastant-Maillard S. Differential impact of birth weight and
early growth on neonatal mortality in puppies. J Anim Sci. 2015;93:4436-4442

[2] Chastant-Maillard S, Freyburger L, Marcheteau E, Thoumire S, Ravier JF and Reynaud K.
Timing of the intestinal barrier closure in puppies. Reprod Dom Anim. 2012;47:190-193

93



Annexe 2

Pattern of immunoglobulin G concentration

in canine colostrum and milk during lactation

Amélie ALBARET, Hanna MILA, Aurélien GRELLET,
\ Sylvie CHASTANT-MAILLARD

NeoCare, IHAP, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Toulouse, France

\ NeoCare MM .o =

| L NATIONALE
res ! SRR VETERINAIRE

\ogie des Car
on et Ele

INTRODUCTION

Puppies are born almost agammaglobulinemic and colostrum intake, providing passive immunity, is indispensable for their survival'. As gut closure begins
in puppies between 6 and 8 hours after birth and is completed in 16 to 24 hours?, colostrum intake has to take place as soon as possible after birth.
However, the IgG concentration decreases after delivery. Depending on the decrease rate, puppies being born lately may ingest colostrum of low immune
quality and be at increased risk of neonatal mortality

This study intends 1. to describe the evolution of IgG concentration in canine mammary gland secretion
2. to provide an objective immune-based definition of the colostrum in the dog.

MATERIAL AND METHODS
Time of lactation =——p
&Z—E—& D4 D7 D14 D21, n=38 1 kennel @ f4 =021
Statistic > Friedman’s ANOVA test
b o
H4 3 HB Bl H120 H16 i H208 H24geel HICRe Hag) D4 D7 D14 D21 n=19 58 bitches oy Litter size
A Small: the lowest 25%
Large: the highest 25 %
Breed size Medium: others Age of the bitch
[ e = Small: <26 kg Young <2 years old
Large: > 25 kg Adult: 2-6 years old
Old: >6 years old
Milk IgG assay: 373 collected
samples
- ELISAtest - Dog IgG-Quantitation Kit, Bethyl Lab, Montgomery, USA
Int CV=4.3%: Int CcV=47% Statistic > Kruskal-Wallis test
y .3% ; Intr y .
RESULTS
« IgG concentration in mammary secretion varied from 0.38 g/l to 78.8 g/l. * The average decrease rate between H4-H8 and H24 was 60.0 + 18.0% (n=19).

« The decrease was linked neither to the litter size, nor to the age of the bitch, but
« Significant decline in IgG concentration was observed over the lactation from 38.5 + 8.9 g/l i X . . .
to the breed size: IgG concentration declined slower in large breeds than in small

at H4 to 1.8 + 2.2 g/l at D21 with significant variations between sampling times (Fig.1). §
ones (49.8% vs 73.9% decrease between H4-H8 and H24, p=0.02; Fig.2).

Figure 1: IgG concentration in mammary secretions in the bitch (n=58) Figure 2: Effect of breed size on colostrum IgG decrease rate
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DISCUSSION

H4 - H24 : IgG concentration 2 times lower Between H24 and D4 post-partum

Transitional milk Could be frozen to feed orphaned puppies ?

-> efficacy for passive immune transfer to be tested

Colostrum = mammary secretion of the 1%t day of lactation

CONCLUSIONS
Due to the rapid decline of IgG concentration in colostrum, together with the rapid closure of intestinal barrier,

a very early suckling after birth is essential for adequate passive immune transfer in puppies
(and thus a reduction of the risk of neonatal mortality)

[1] Mila H, Grellet A, Feugier A and Chastant-Maillard S. Differential impact of birth weight and early growth on neonatal mortality in puppies. J Anim Sci. 2015;93:4436-4442
[2] Chastant-Maillard S, Freyburger L, Marcheteau E, Thoumire S, Ravier JF and Reynaud K. Timing of the intestinal barrier closure in puppies. Reprod Dom Anim. 2012;47:190-193
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1 | INTRODUCTION

Contents

Puppy and kitten survival over the first weeks is particularly dependent on colostrum,
a specific secretion of the mammary gland produced during the first 2 days post-
partum. Colostrum is a source of nutrients and immunoglobulins. It also contributes to
the digestive tract maturation. Colostrum differentiates from milk mainly based on its
concentration in immunoglobulins G: 20-30 g/L in dog colostrum, 40-50 g/L in cats’
vs <1 g/L in milk. IgG concentration rapidly drops after parturition (-50% in 24 hr).
Immune quality of colostrum is highly variable between bitches, with no relationship
with maternal blood IgG level, dam’s age, breed size or litter size. In addition to sys-
temic immune protection, colostrum also plays a major role for local digestive protec-
tion, due to IgA, lysozyme, lactoferrin, white blood cells and various cytokines.
Energetic concentration of canine and feline colostrum is not superior to that of ma-
ture milk. It depends on colostrum fat concentration and is affected by breed size
(higher in breeds <10 kg adult body weight). As puppies and kittens are almost agam-
maglobulinemic at birth, transfer of IgG from their digestive tract into their blood-
stream is crucial for their survival, 1gG absorption ending at 12-16 hr after birth.
Energetic supply over the two first days of life, as evidenced by growth rate over the
two first days of life, also affects risk of neonatal mortality. Early and sufficient suckling
of colostrum is thus the very first care to be provided to newborns for their later health

and survival.

Mila et al., 2014). The following article reviews recent findings con-

cerning canine and feline colostrum, and the role for puppies’ survival

The neonatal period (from birth to 21 days of life) is a major risk pe-
riod for feline and canine newborns as approximately 20% of live-
born puppies and kitten die before they are 21 days old; 70-90%
of deaths occur during the first week post-partum (Fournier et al.,
2016; Gill, 2001; Mila, Feugier, Grellet, & Chastant-Maillard, 2015a).
In carnivores, survival of newborns within the first 3 weeks of life
is particularly dependent on colostrum, a specific secretion of the
mammary gland produced during the first 2 days post-partum.
Colostrum is crucial for newborns as it provides them with nutrients
and immunoglobulins. In puppies, both the quality of passive immune
transfer (evaluated by circulating 1gG levels at 2 days of age) and the
energy ingested (as evaluated via the growth between birth and
2 days of age) have been demonstrated to control the risk of neo-
natal mortality (Mila, Grellet, Feugier, & Chastant-Maillard, 2015b;

and development.

2 | IMMUNE ROLE OF COLOSTRUM

2.1 | Immunoglobulins

In carnivores, colostrum distinguishes from milk by a markedly higher
concentration in immunoglobulin G (IgG): 20-30 g/L in dog colostrum,
50-70 g/Lin cats’ vs <1-5 g/L in milk (Claus, Levy, Macdonald, Tucker,
& Crawford, 2006; Schifer-Somi, Bar-Schadler, & Aurich, 2005). 1gG
from the dam’s bloodstream is trapped into the mammary cells dur-
ing the last weeks of pregnancy by their fixation on specific receptors
(FcRn, fragment constant receptor neonatal). They thus accumulate

into the mammary tissue at the end of pregnancy. At parturition, 1gG

Reprod Dom Anim 2016; 51 (Suppl. 3): 1-5
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is massively released into the first mammary secretions, with colos-
tral levels typically 3-4 times higher than in the maternal bloodstream
(Claus et al., 2006; Mila et al., 2015c). Nevertheless, IgG rapidly drops
from parturition, with a reduction of 50% over the first 24 hr; at day
7, 18G has fallen to ~5g/L and to <1 g/L on day 14 (Albaret, Mila,
Grellet, & Chastant-Maillard, 2016; Claus et al., 2006; Schafer-Somi
et al., 2005). This dramatic reduction is explained by the translocation
of the FcRn receptor at parturition from the basal to the apical aspect
of glandular cells (Kuo et al., 2010), allowing IgG from secretions to be
recaptured through the maternal bloodstream. This 1gG after parturi-
tion allows to set the transition from colostrum to milk at the third day
post-partum.

Other immune difference between colostrum and milk is the pro-
portion of the different classes of immunoglobulins. In colostrum, class
G is the dominant one. Proportions in the canine colostrum are 60%
18G, 35%-40% IgA and 5% IgM, IgE being undetectable. In the feline
colostrum, 96% of immunoglobulins are IgG, vs 2% of IgM and 2% of
IgA (Casal, Jezyk, & Giger, 1996). Whereas IgG originates mainly from
the maternal bloodstream, IgA and M are rather produced locally in
the mammary tissue. In milk, IgA becomes the dominant type (90% of
Ig), IgG and IgM accounting both for only 5% (Chastant-Maillard et al.,
2010; Schafer-Somi et al., 2005).

Colostral Ig is of crucial importance for puppies and kittens sur-
vival, both for systemic (IgG) and local (IgG and IgA) immunity. Due
to the endotheliochorial structure of their placenta, these newborns
are nearly agammaglobulinemic at birth: IgG in the newborn’s blood
at birth is approximately 0.3 g/L to be compared to 8-25 g/L in adult
dogs (Bouchard et al., 1992; Poffenbarger, Olson, Chandler, Seim, &
Varman, 1991), respectively, 0.1 vs 15-20 g/L in cat (Casal et al., 1996;
Levy, Crawford, Collante, & Papich, 2001). Ingested colostral IgG is ab-
sorbed from the gut lumen into the intestinal lymphatic vessels and
then to the newborn’s bloodstream either by specific or non-specific
transfer: specific transport depends on FcRn receptors, also expressed
by enterocytes, whereas Ig also crosses freely the digestive epithelium
between the loosely associated enterocytes. Interestingly, colostrum
is also highly concentrated in antitrypsins (1,000-fold higher than in
milk; Levieux & Ollier, 1999), protecting Ig from digestive processes.
Nevertheless, digestive wall differentiation, beginning as early as birth,
restricts Ig absorption to a short window of time after birth: develop-
ment of the brush border and establishment of tight junctions between
enterocytes progressively limit IgG intestinal crossing. At birth, in pup-
pies, 40% of the ingested Ig is absorbed from the gut lumen through
the bloodstream, whereas only 20% at 4 hr after life; from 12 to 16 hr
after birth, intestinal barrier is totally closed, both in puppies (Chastant-
Maillard et al., 2012) and in kittens (Casal et al., 1996). From above, an
early suckling appears necessary for an adequate acquisition of passive
immunity, first due to the rapid decrease in colostral [Ig] in the first
hours post-partum and secondly to the timing of the intestinal barrier
closure.

From nearly null at birth, IgG is maximal in the newborns’ blood
thanks to colostral intake at 24-48 hr after ingesting colostrum. At
that stage, puppy’s blood IgG will be in the order of 6, 25 g/L in kittens,
85%-97% of circulating Ig being of colostral origin (Casal et al., 1996;
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Chastant-Maillard et al., 2012; Levy et al., 2001). The threshold defining
deficit in passive immune transfer has been determined in puppies at
2.3 g IgG/L serum at 2 days of age (Mila et al., 2014): neonatal mor-
tality rate (from birth to day 21) is 44% for puppies whose concentra-
tion is below the threshold vs 4.9% for those above. The minimal 1gG
protective for kittens is lacking to date. IgA is also absorbed before
intestinal barrier closure, but it is rapidly resecreted through mucosa,
especially respiratory and digestive, where it plays a role in local immu-
nity (Chastant-Maillard et al., 2012; Salmon, Berri, Gerdts, & Meurens,
2009).

But intestinal barrier closure does not end the immune role of co-
lostrum. Ingested immunoglobulins, both IgG and IgA, enclosed into
the digestive lumen, participate in digestive local immunity, either
by trapping pathogens or by contributing to antigen presentation to
white blood cells.

2.2 | Otherimmune factors

Colostrum provides other components with an immune role: non-
specific antibacterial factors such as lactoferrin and lysozyme, to-
gether with cytokines, involved in immune response and white blood
cell activation. Colostrum also contains white blood cells, (mac-
rophages, neutrophils and lymphocytes): these cells are absorbed by
the newborn before the intestinal barrier closes and either enter the
circulation or play a role in cellular, humoral or local digestive immu-
nity. Colostral mucin, lactadherin and oligosaccharides also prevent
the adhesion of pathogens to enterocytes (Stelwagen, Carpenter,
Haigh, Hodgkinson, & Wheeler, 2009).

Colostrum will also indirectly contribute to the defence of the
organism against pathogens by promoting intestinal barrier closure,
initiated by colostral hormones (especially insulin and cortisol), and
enterocytes become more closely associated, limiting the penetration
of pathogens from the digestive tract into the newborn’s bloodstream.

2.3 | Improving the immune quality of colostrum

The immunological quality of the colostrum, in terms of 1gG concen-
tration, is quite variable, both between female dogs and between teat
pairs of the same female. In one study looking at the colostrum of
44 female dogs of the same breed, the IgG levels varied between fe-
males by a factor of 5. The IgG concentration in 180 samples from
different teat pairs varied between 0.8 and 61 g/L, with a variation
coefficient of 42% between teat pairs of the same bitch (Mila et al.,
2015c). However, the teat pair producing the highest-quality colos-
trum varies from one animal to another, so there is no value in advising
puppies should suckle from one particular teat. The variation of IgG
between teats is unknown in queens. During the colostral period, nei-
ther kittens nor puppies develop a nipple preference (Arteaga, Rodel,
Elizalde, Gonzalez, & Hudson, 2013; Hudson, Raihani, Gonzalez,
Bautista, & Distel, 2009). Nevertheless, passive immune transfer may
markedly differ between puppies of the same litter (Figure 1), prob-
ably due to either differences in the quantity, the quality and/or the
timing of colostral ingestion.
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depending on mammary pair number. M1: thoracic to M5: inguinal.
Mean * SD. Between brackets, number of bitches. p > .05 for both
criteria

The immune quality of colostrum (as evaluated through colostral
1gG) seems to be difficult to be improved. Neither the dam'’s age, litter
size nor breed size influenced colostral IgG (Mila et al., 2015c). Ensuring
appropriate nutrition of the dam during gestation and its good general
health are basic prerequisite. Despite colostral IgG originate from the
maternal bloodstream, no relationship appeared between the colostral
IgG and the maternal serum concentration (Chastant-Maillard et al.,
2012; Mila et al., 2015c). Moreover, the risk for deficit in passive im-
mune transfer of puppies is not associated with the mean colostrum
IgG delivered by the dam (Mila et al., 2014). However, one strategy
may be to increase the proportion of antibodies directed against
pathogens affecting the newborn, such as the canine parvovirus CPV-
2, canine herpesvirus CHV-1 or feline herpes or calicivirus. This spe-
cific enrichment can be obtained by vaccination of the dam during the
second half of pregnancy and/or at short distance of heats for antigens
whose vaccination is contraindicated during pregnancy.

3 | ROLE IN ORGAN MATURATION

As presented above, colostrum contains significant quantities of
hormones (cortisol, insulin, thyroxin, growth hormone) and several
growth factors (insulin-like growth factors, epidermal growth factor,

[T Vi LEY-

nerve growth factor) (15). These substances are involved in the devel-
opment and maturation of several organs, namely the digestive tract,
the liver, the pancreas and the thyroid (Heird, Schwarz, & Hansen,
1984). This maturation then improves intestinal absorption of further
nutrients and the newborn’s metabolism.

4 | NUTRIENTS SUPPLY

Energy is provided in colostrum nearly equally by proteins (50% of
colostral energy) and by lipids (40%), but variations in the energy value
are principally explained by variations in the lipid levels (Mila et al.,
2015d). In carnivores, energy concentration (kcal/ml) is similar in co-
lostrum and in milk, but the pattern during lactation differs slightly be-
tween bitch and queen. In dogs, energy value progressively decreases
by 20% during the two first weeks post-partum, whereas in queens,
it more rapidly drops (-30% over the first 3 days) and then increases
progressively over the whole lactation (Adkins, Lepine, & Lonnerdal,
2001; Adkins, Zicker, Lepine, & Lénnerdal, 1997). In comparison with
canine (1,300-1,800 kcal/L) and feline colostrum (1,300 kcal/L), en-
ergy value of milk replacers ranges between 500 and 1,500 kcal/L
(Adkins etal.,, 1997, 2001; Heinze, Freeman, Martin, Power, &
Fascetti, 2014; Mila et al., 2015d).

The energy value of colostrum can vary between dams by a fac-
tor of 1.6, which is a fairly small range compared to variations of its
immune value; differences between teat pairs of the same dog are
also much more limited for energy than for IgG with a variation coef-
ficient of approximately 8%, as opposed to 42% for the immunolog-
ical value (Mila et al., 2015c). Interestingly, the immunological quality
and energy value of colostrum are not correlated (Figure 2; Mila et al.,
2015d).

Age and litter size have not been shown to affect the energy value,
whereas bitches from small breeds (<10 kg) have colostrum with 10%
more energy than females from large breeds (>40 kg) (unpublished
data).

Energy (kcal/ml)
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FIGURE 2 Absence of correlation between IgG and energy
concentrations in canine colostrum. A total of 77 samples from 21
bitches (p > .05)
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FIGURE 3 Differences in passive immune transfer between litters and between puppies within litters on 34 litters from purebred bitches of
various breeds. Each bar represents blood IgG concentration of one puppy; each group of bars of the same colour represents puppies from the

same litter

5 | QUALITY VS
QUANTITY OF COLOSTRUM

Whilst minimal quality criteria (i.e. threshold levels of colostral IgG
and energy concentrations) required to control neonatal mortality
have been determined in some species (Tyler, Hancock, Thorne, Gay,
& Gay, 1999 in calves; Cabrera, Lin, Campbell, Moeser, & Odle, 2012;
in piglets), they are currently unknown for canine and feline. Even
the actual quantity of colostrum produced by bitches and queens
is unknown, only estimated from milk production measured during
the first week post-partum: 2.7% (1%-6%) and 4.1% (1%-8%) of the
dam’s body weight in bitches and in queens, respectively (Meyers,
1985; on five bitches; Dobenecker, Zottmann, Kienzle, & Zentek,
1998 on six queens). A 10-kg beagle bitch is thus estimated to pro-
duce 270 ml of colostrum per day and a 4-kg queen 160 ml of colos-
trum per day.

Knowledge of the newborns’ needs for immunoglobulins and en-
ergy allows the calculation of the minimal quantity of colostrum to be
ingested. For adequate passive immune transfer (i.e. puppy IgG serum
levels of 2.3 g/L), the quantity of average colostrum that must be in-
gested is 1.3 ml per 100 g of puppy bodyweight within the first 8 hr of
life (digestive absorption rate of 40%, 35% haematocrit, colostral 1IgG
levels 20 g/L). In contrast, the average quantity of ingested colostrum
required to cover energy needs is much higher, at 12 ml per 100 g of
puppy bodyweight per day (energy need of 212 kcal/kg per day if the
colostrum supplies 1,800 kcal/l). Similar calculation in kittens shows
that the minimal colostral ingestion to cover energy needs is 16 ml per
100 g of kitten bodyweight per day (220 kcal/kg per day; Peterson &
Kutzler, 2011). Calculation for sufficient passive immune transfer is
impossible to perform due to the unavailability of serum 1gG thresh-
old in kittens. Taken together, these results indicate that a beagle dam
would be able to produce enough colostrum for eleven 200-g pup-
pies, whereas a standard queen would be able to appropriately nurse
ten 100-g kittens. On average, colostral production does not seem
to be a major limiting factor for newborns’ health. This conclusion is
reinforced by the observation of a similar prevalence of immune and
energy deficit in puppies (respectively, 20% and 30% at 2 days of age;
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Mila et al., 2014, 2015b), despite the much higher quality of colostrum
required to cover energy needs.

6 | CONCLUSION

Birth induces major physiological changes in the foetus, and the new-
born will have to adapt to survive. Among these dramatic changes,
the nutrients are no more passively and continuously supplied by the
placenta, and the environment becomes hostile, as massively infected
by potential pathogens and instable low temperature (vs the sterile,
thermoregulated uterus). Colostrum, providing immune factors and
nutrients, especially energy, is the key element for a correct adapta-
tion of the newborn to the extra uterine life. In case of its deficit, their
survival would depend on an adequate substitute, designed at least to

ensure immune and energetic provision.
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