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INTRODUCTION

L’entérotoxémie des ruminants est une affectiovgmgui se traduit par une mort subite.
Cette intoxination aigué résulte de la résorptian ywie sanguine de toxines produites dans
l'intestin lors de la multiplication de bactériesnemensales du gen@ostridium

Le diagnostic sur le terrain est simplement de isi@p sur la base des circonstances
d’apparition et des lésions observées a l'autopsieconfirmation diagnostique de laboratoire
repose soit sur des techniques bactériologiqueglesansoit sur des systemes plus complexes
recourant a la mise en évidence : des toxinegieleses responsables de la maladie ou plus
récemment des genes exprimant ces toxines. Lembasmdiagnostic, sur le terrain, dans les
conditions techniques et économiques de la promluciinimale nécessitent de pouvoir
recourir a des tests simples, peu colteux susteptile fournir des résultats rapidement. A
noter que I'un des tests simples de pratique coeirde laboratoire consiste a effectuer un
dénombrement de certaines fractions de la floestirtale don€Clostridium perfringensgent
de I'entérotoxémie. Le résultat permet de concéufévolution ou a I'absence d’affection. Ce
systeme est critiqué sur la base de sa sensibili@ sa spécificité notamment sur I'écart de
I'intervalle entre la mort du ruminant et I'examieactériologique.

L'objectif de ce travail est de vérifier I'utilitéle cette méthode en vue d’établir un
diagnostic d’entérotoxémie. Pour cela il sera reses de rechercher linfluence des
variables susceptibles d’intervenir sur le résutiatamment l'intervalle séparant la mort et
'analyse du dénombrement @dostridium perfringensnais également les écarts susceptibles
de résulter des lieux de prélevements de lintestirenfin des conditions de stockage et
d’acheminement du prélevement.

Nous exposerons dans une premiere partie les ééndliographiques utiles a la
compréhension de I'étio-pathogénie des entérotoa®rat aux différentes bases épidémio-
cliniques, lésionnelles et de laboratoire nécessagmour I'étude expérimentale. Dans une
seconde partie nous exposerons I'expérimentatiectee dans le but d’établir un diagnostic
bactériologique de cette maladie qui sera ensistaitte.
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Les entérotoxémies sont des affections des runsrdugs a la pullulation dans I'intestin,
de Clostridium perfringensavec production d’exotoxines protéiques létalefostridium
perfringensest I'agent bactérien déterminant de la maladimiqtiement ces affections se
caractérisent par une mort subite parfois précémelant quelques heures de troubles
diarrhéiques, convulsifs et hémolytiques. L'autepsiévéle des Iésions congestivo-
hémorragiques disséminées dans lintestin, desrésexsudatives avec accumulation de
liquide séro-hémorragique dans les grandes caséésuses et des Iésions dégénératives des
parenchymes (foie, rein et muscles) ; la putrédacties cadavres étant particulierement
rapide.

C’est a partir de ces bases épidémiologiques eniéslles que s’appuie le diagnostic de
suspicion d’entérotoxémie. Les analyses de labmeafzermettent ensuite de confirmer ou
d’infirmer cette hypothése.

|. ETIO-PATHOGENIE

Clostridium perfringensest classiquement considéré comme l'agent étialagiges
entérotoxémies, méme si d'autres clostridiesrdellii, septicu sont anecdotiquement
impliquées [60].

A.Bactéries

Les bactéries responsables des entérotoxémiestiappant majoritairement au genre
Clostridium: C. perfringensest isolé le plus fréquemment [2,74]a été identifié comme
'agent étiologique principal dans 83% des cas @mtoxémies [10]. Toutefois, bien que
Clostridium perfringenssoit majoritairement décrit, des cas faisant irdaiv d’'autres
clostridies sont relatés comnt@ostridium sordelliresponsable de mort brutale chez les
bovins [16, 78, 24].

a.Morphologie

Clostridium perfringengst un bacille immobile, Gram positif, de 4 um & um avec
des bords paralleles et des extrémités arrond&s58, 103]. L'épaisseur de la capsule est
variable en fonction des souches et peut étre mhiéeepar coloration a I'encre de Chine de
facon aisée sur un prélevement [100]. Les bacites généralement isolés, parfois groupés
en paires [103].
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Figure 1 : Photographie deClostridium perfringensobservée au microscope optique
(cliché de DUMARCHE) Gx1000

b.Habitat

Clostridium perfringensest une bactérie tellurique et ubiquitaire [46,7@0]. Elle est
présente le plus souvent en grand nombre dansifdemement (sols, boues, poussiéres,
litieres) [46].

Clostridium perfringengst commensale du tube digestif de ’'homme etadésaux [46,
74, 18, 56]. Le dénombrement de la flore du tulgestif d’'un animal sain indique la présence
de cette bactérie a des concentrations infériearé€ clostridies par millilitre de contenu
intestinal. Cette concentration est similaire gootestin gréle, le caecum et le colon [74].

Une altération de I'équilibre de la flore intestmae traduit par une prolifération
perfringenspouvant atteindre des concentrations comprisee ek & 10 bactéries par
millilitre de prélévement [74]

c.Formes de résistance : les spores

Les spores d€lostridium perfringensont ovales et thermo-résistantes. La sporulation
permet a la bactérie de résister dans le milieérexir lorsque les conditions ne sont plus
favorables a sa survie c’est a dire lors de matifims de pH et de température [24, 100, 103].

La formation de spores mires thermo-résistanteslesimilieux de croissance usuels est
généralement bloquée au stade Il (formation deusgptiLe déterminisme de la production de
I'entérotoxine est codé par le méme gene que della sporulation. Ainsi, 'augmentation du
taux d’entérotoxine est proportionnelle aux nomtudesspores thermo-résistantes formées
[100].
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d.Caracteres biochimigues et culturaux

Il s’agit d’'une bactérie anaérobie stricte, aéiatamhte (sa croissance est possible en
surface avec 5% d’'oxygeéne en présence d’un catalgsgivé par b)), déficiente en catalase
et en péroxydase, produisant des endospores themsibkes [18, 58, 103]. Elle posséde un
fort potentiel de réduction du milieu. En effet, paoduction de divers métabolites et en
particulier d’hydrogene, au cours de la phase dissance, a un effet réducteur [100].

Sa température habituelle de croissance est coengmise 34 et 37 °C, avec un optimum a
46°C. Cette température est utilisée lors de lration pour enrichir les cultures. Son
développement est possible pour un pH compris é&néted [100, 103].

Elle est saccharolytique et protéolytique, c'edira-qu’elle détruit les carbohydrates et
les protéines en différents composants dont quslgos sont toxiques [24, 100, 103].

Toutes les souches réduisent les sulfites en sslf@e critére est utilisé pour dénombrer
C. perfringengdans I'eau, le sol et les feaqg®us détaillerons I'importance de cette proprétas
le choix des milieux de cultures utilisés dansdeip expérimentale)Elle produit des gaz (dioxyde
de carbone, dihydrogéne) et des acides (acidemjaeétt butyrique) lors des fermentations
de nombreux glucides, en particulier le glucos®[1M3].

2.Clostridium sordellii

Clostridium sordellii est responsable de troubles digestifs pouvant &sponsable
d’entérotoxémie des ruminants [16, 24, 74].

a.Morphologie

C. sordellimesure 1,6 um de large pour 4,5 um de long. Getteérie est mobile grace a
son flagelle. Elle produit des spores de morphelogalaire.

Fiqure 2 : Photographie deC. sordelliiobservée au microscope optique (cliché de
DUMARCHE) Gx1000

F
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b.Habitat

Elle est présente dans I'environnement (sol) massiadans l'intestin des animaux et de
’lhomme de maniére commensale.

c.Caracteres biochimiques

C’est un bacille anaérobie, positif a la coloratitmGram. Il possede une uréase, fermente
le glucose, le lévulose et le maltose. Il prod@tixi toxines : une toxine létale (LT) et une
toxine nécrosante (HT) [100, 103].

B.Les toxines clostridiennes

Selon la littérature, 17 toxines produites @amerfringensont été décrites mais quelques
unes seulement ont un réle pathogéne [90].

Sur le terrain, les entérotoxémies sont liees@défération d’'un mélange de différentes
toxines lors de la pullulation de. perfringengdans l'intestin.

Parmi ces toxines, quatre exotoxines protéiquametendotoxine ont une activité létale
faisant d’elles les toxines majeures pour le typdegbactéries. Les différentes souche€.de
perfringenssont réparties en cing types, classées en fondegndifférentes productions de
toxines : type A, B, C, D et E [46, 103].

Actuellement, on s’oriente vers une classificatigmotypique qui prend en considération
toutes les toxines produites par la souche lorkadealadie observée parmi ces six toxines
létales majeuresi(B1, B2, €, 1 et CPE). L'activité biologique des toxines protéag élaborées
est a l'origine de lésions découvertes a l'autapkiéanmoins, nous n’observons pas de
tableaux |ésionnels spécifiques en fonction deradygpction de toxines et du type @&
perfringensidentifié [18].

Il existe des toxines mineures qui potentialis&tdtion des toxines majeures ; ce sont en
général des enzymes hydrolytiques (protéases, yémes$) qui jouent un réle mineur dans la
pathologie [74]. Elles sont désignées par deseketgrecques : eta, kappa, theta, gamma,
lambda, nu, delta et mu,(x, 6, v, A, v, 6, u) [34, 100, 103]

Clostridium sordellj identifié dans des cas suspects d’entérotoxémieluit deux toxines,
une entérotoxine (HT) et une toxine létale (LT),[200, 102].

Chaque toxine est élaborée a partir d'un géne pantée chromosome ou un plasmide. La
découverte des différents genes codants est uidenauvelles techniques de laboratoire
basées sur l'identification des toxines produite$omction des génes identifiés.

1.La toxine a

Ce fut la premiere toxine bactérienne dont I'atéivénzymatique fut découverte en 1940
[98]. Il s’agit d’'une Iécithinase (ou phospholipade type C) et d’'une sphyngomyélinase
hydrolysant la phosphatydil-choline, la lécithitess phospholipides et la sphyngomyéline [7,
46, 88, 98, 103]. Elle possede une activité hénplgt nécrosante et létale [98, 103]. La
toxine a est sécrétée par tous les typeLiisstridium perfringen®t synthétisée en phase de
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croissance exponentielle [88, 90, 98].

a.Structure

Cette protéine possede un poids moléculaire ddDa0(kalton). Sa fabrication est établit
a partir d'un peptide signal. Elle se compose de&3ddes aminés et possede deux domaines ;
'un est constitué d’'une héliaeen partie N-terminale, portion active de la toxibeutre est
formée d’un feuilleB, en partie C-terminale, impliquée dans la fixatim@mbranaire. Il s’agit
d’une métalloenzyme constituée d'ions?Zet C&". Ces ions sont indispensables pour son
activité biologique, le zinc intervenant dans lieité enzymatique et le calcium dans la
fixation membranaire [98]

b.Gene codant

Le génecpa (encore appelélc) est a l'origine de cette toxine. Il est situé ser
chromosome pres de l'origine de réplication etitdation [19, 90]. Sa séquence, constante
dans toutes les souches identifiées, permet paégoent de l'utiliser comme marqueur
génétique de I'espece [69].

c.Activité biologigue

Son rble consiste en une déstabilisation des memabraellulaires. Le diacylglycérol,
produit de I'hydrolyse de la Iécithine par la toxiem active la protéine kinase conduisant a
l'activation des phospholipases C et D des cellelasaryotes et a une cascade de réactions
dues a l'acide arachidonique. Elles engendrentyidhgse et l'attraction des molécules de
linflammation comme les leucotriénes, les thromdmoes et les facteurs d’activation des
plaquettes. Ces réactions entrainent la contrad@snvaisseaux sanguins, une augmentation
de la perméabilité, I'agrégation plaquettaire etlysfonctionnement des muscles (myocarde).
Son activité biologique se traduit par la lyse meanhires des cellules cibles comme les
leucocytes ou les entérocytes [46, 69, 88, 1003. ®geérimentations ont permis de mettre en
evidence ces effets pathogenes par injection ietn@use ou intrapéritonéale de cette toxine
[11, 98].

La toxine o posseéde une action hémolytique. Ceci la difféeert@s phospholipases A
dont I'action hémolytique s’effectue a partir deguits hémolytiques [100]. Néanmoins ces
produits interviennent dans l'activation de mukpl réactions altérant le métabolisme
cellulaire conduisant a la déstabilisation desubedl [11]. Elle modifie la perméabilité des
endothéliums et provoque la nécrose des villogitestinales [88]. Des études menées par
SONGER tendent & montrer que I'infime différencel@eéquence en acides aminés de la
toxine a, entre les toxi-infections gangréneuse et lesrettéemies, confére a cette derniere
une résistance particuliere vis-a-vis de la chygpsine permettant son accumulation dans
l'intestin [90].

Son r6le pathogene est discuté dans les entérotexdméme si sa présence est presque
systématique dans les préléevements du tractusogastistinal, en particulier chez les bovins
(90 a 95% des prélevements) [46, 57]. Différentesles par GKIOURTZIDIS ont montré
gue l'action de la toxine est incertaine voire inexistante chez I'especa@\{B2]In vivo,
I'action de la toxinex a été mise en évidence exclusivement sur dedlesl|fr4].
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Cette toxine, anciennement appelée tofine été renommeée depuis la découverte récente
de la toxine32 [69].

La toxine Bl est une toxine nécrosante, létale, thermolaliilseasible a I'action des
enzymes protéolytiqueg&lle est sécrétée en phase de croissance expdieedée bactéries
dans l'intestin et entraine la nécrose de la musgigntestinale surtout chez les nouveaux-nés
[32,46].

a.Structure

Cette protéine est constituée de 336 acides anteésoids moléculaire de 38 kDa. Elle
possede de nombreuses similitudes avec la texdeStaphilococcus aureukq toxiney et la
leucocidine [31, 90].

b.Gene codant

Le génecpbl, a l'origine de [l'élaboration de cette toxine, idés sur un élément
extrachromosomique, un plasmide instable lors dieireude bactéries sur gélose au sang a
37°C sous anaérobiose [31, 90, 103]. Les raisonsette instabilité ne sont pas encore
élucidées [12].

c.Activité biologigue

La toxine élabore des pores transmembranairespguant des dommages sur les cellules
cibles (cellules de [I'épithélium intestinal, de rtothélium). La toxinePl atteint
préférentiellement I'intestin, le cceur, les vaisseaanguins et les ganglions lymphatiques.
Elle affecte les tissus nerveux en modifiant lemgports ioniques a travers la membrane des
cellules et provoque une fuite de potassium avesage intracellulaire de CNa' et de C&*
modifiant la polarisation membranaire [103].

Elle possede une activité dermonécrosante. En eifiet quantité de 2 ng de la toxine est
suffisante pour provoquer des lésions dermonéctesaanlors que la dose létale a 50% sur
des souris est de 500 ng/kg [90].

La toxineB1l est rapidement inactivée par la trypsine damselstin expliquant I'atteinte
préférentiel de cette toxine pour les nouveaux-gBés.est due a une diminution de l'activité
des enzymes protéolytiques liée a la diminution siésrétions pancréatiques durant une
courte période post natale ou suite a lingestidimhibiteur des protéases (trypsine)
contenues dans le colostrum [18, 90].

La toxinep2 a été récemment décrite mais son r6le pathogesepas encore clairement
identifié. Elle a été isolée sur une souche provoquant utgitennécrotique mortelle chez le
porcelet. Des études récentes ont permis de clestiertoxine dans les différents toxinotypes
décrits dans la littérature [34, 31, 103].
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a.Structure

Il s’agit d’une protéine de 27,4 kDa avec un pepsdynal de 30 acides aminés en position
N-terminale. La séquence de la toxip2 n'a pas beaucoup d’homologie avec celle de la
toxinepl1 (15%) et un trés faible niveau de similitude inmologique [31].

b.Gene codant

Le genecpb2 codant pour la toxinf2, est porté par un plasmide instable, sans aucune
relation avec le gene de la toxifi@. Cette instabilité est liée a une faible tolémric
'oxygéne ambiant et a une sensibilité aux tempéeat extrémes, conduisant a sa perte au
bout d’'une heure en aérobiose. La particularitéidentification de ce génepb2,difficile a
isoler, explique sa découverte tardive [31, 27,103

c.Action biologique

Son pouvoir pathogene est identique a la tofheDes pores transmembranaires sont
formés dont le mécanisme d’action reste encorgénchéné. La toxing2 a souvent été isolée
sur des contenus intestinaux d’entérite nécroticiuez le porc, des entérocolites chez le
cheval et des diarrhées chez le chien [103]. Le®né observées sont une nécrose et des
hémorragies de l'intestin gréle. D’autres orgarad siffectés par cette toxine : le cceur, les
vaisseaux, la vésicule biliaire et les muscleg$481, 62].

Elle est isolée sur des animaux sains ou maladesgeat en association avec la toxine
[83, 103]. Des auteurs présument qu’une synergialsdre entre la toxin& et la toxinex ou
la toxineg [34, 62].

La toxinePp2 est désactivée par la trypsine, elle est cliveFagments de 13 et de 15 KDa
entrainant ainsi une perte totale de son activitétexique. Du fait de cette sensibilité a cette
enzyme, on retrouve la méme prédisposition poundeseaux-nes que la toxifié [31].

4.Latoxine &

La toxinee est produite pa€lostridium perfringengn particulier dans les toxinotypes B
et D décrits dans la littérature [100, 103]. El& dermonécrosante, oedématiante et létale
mais non hémolytique [90, 46]. Elle est souventsenée lors d’entérotoxémies des petits
ruminants et plus rarement chez les bovins [18].

a.Structure

La toxinee est constituée de 331 acides aminés avec un putEculaire de 32,7 kDa
[67]. Elle est produite sous une forme inactivetpxine thermostable, et devient active suite
a I'action d’enzymes protéolytiques (la trypsinbBymotrypsine et zinc métalloprotéase) qui
clivent un peptide de 13 acides aminés en portidarhinale [27, 32, 46, 67].

b.Géne codant
Le gene etx codant pour la toxineg, est porté par un plasmide transférable

horizontalement d’'une souche & une autre et difféde celui des toxine®l etp2 [27, 90,
103].
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c.Activité biologigue

Il s’agit d’'une perméase affectant les cellules atiosquelette ce qui implique une
augmentation de la perméabilité des cellules éjaibé et endothéliales (particuliérement au
niveau du cerveau) [103].

Le pouvoir toxiqgue de la protoxine se multiplie par 100 voire 1000 suite a sa
fragmentation enzymatique [43]. Elle agit en augmenh la perméabilité de la paroi
intestinale altérant sa fonction d’absorption [88]. La toxine augmente la permeéabilité et

produit des dommages sur I'endothélium vasculammenant a une perte de fluide et
'apparition d’cedeme notamment du poumon, coeursrei cerveau [46, 103].

L’action de la toxine, sur l'intestin, est moins importante que la t@fin mais suffisante
pour permettre sa diffusion par voie générale.eCgigtsémination dans I'organisme facilite sa
fixation aux récepteurs des endothéliums vasc@dgertout dans le cerveau), des cellules de
'anse de Henlé et des sinusoides hépatiques [18].

Des études, menées par MIYAKAWA et UZAL, ont perndiglucider le mécanisme
d’action de la toxine, grace a des injections de toxine dans des aigsgarees d’intestins
d'ovins et de caprins, évoluant en quelques hewers une accumulation de liquide
intraluminal. En effet, elle agit en altérant ledaanismes de transports des ions et de I'eau de
la paroi de l'intestin, contribuant a une modifioat des échanges permis avec les cellules
endothéliales. La rétention d’ions et d’eau daimtdstin est plus rapide et importante chez les
caprins que chez les ovins [67, 68]. La meilleursoaption de la toxine chez les ovins par
rapport aux caprins explique les sites différerdstavité entre les especes [67, 26].

La production post-mortem et la destruction intedé de la toxine diminue la sensibilité
et la spécificité des meéthodes de détection derdébioe de cette toxine en vue d'un
diagnostic d’entérotoxémie [101].

5.Latoxine 1
La toxinet est produite sous forme inactive galostridium perfringensouvent décrite
dans le toxinotype E. Son implication dans lesremd&émies est faible. Chez la souris, elle
est reconnue pour son activité nécrosante et Iptdlel03].

a.Structure

Il s’agit d’'une toxine binaire, sécrétée sous formactive et activée par des enzymes
protéolytiques [74, 103]. La modification des onlaeniers acides aminés du coté N-terminal
active la toxine. Elle est constituée de deux fasteprotéiques distincts (deux chaines
polypeptidiques), identifiés sous le nom de labetnlon reliés ni par liaison covalente ni par
pont disulfure Le composant Ib, de 98 kDa, est le composant g&nida reconnaissance
d'une protéine membranaire par sa portion C-terlairlze composant la, de 45 kDa, est
porteur de l'activité enzymatique de la toxine parportion N-terminalel.’association des
deux composants est nécessaire pour assurer it@diivlogique de la toxine [74, 90, 46]
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b.Gene codant

Les genedap et ibp sont organisés en un opéron sur un plasmide [3]L,L&s deux
molécules sont produites sous I'action d’'un pepsideal [27]

c.Activité biologigue

Figure 3 : Mécanismes d’action de la toxine de C. perfringens[76]
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Son activité enzymatique, celui d'une ADP-ribosyiiisférase conférée par sa partie la
résulte dans la fixation d’'une molécule de NADPH dmi NADH qui permet la réaction

d’ADP-ribosylation des monomeres d’actines, absati$ a la dépolymérisation des filaments
d’actine [18, 103].

Ib reconnait les récepteurs cellulaires et perfaatrEe de la dans le cytoplasme suite a la
formation de pores transmembranaires [46, 69, 103].

Cette activité enzymatique s’exprime de différerfegons : destruction des membranes
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cellulaires (Iécithinase), arrét de la physiologi&lulaire de facon irréversible (synthese
protéique) et perturbation de la physiologie calh@ par interaction avec les systemes
régulateurs (AMP cyclique) [27]

La dépolarisation du cytosquelette d’actine eneaime désorganisation des jonctions
serrées des cellules, conduisant a une augmentd¢iola perméabilité des cellules de la
muqueuse intestinale. Cette modification de la gailité est a I'origine d’cedémes et de
suffusions.

L’entérotoxine (CPE) est produite lors de la spatioh deC. perfringend18, 103] suite a
la lyse de la cellule, & la difféerence des autmesnes sécrétées en phase de croissance
exponentielle [18].

a.Structure

Il s’agit d’'un polypeptide constitué d’'une chaine goids moléculaire de 35 kDa,
thermolabile et libéré dans I'organisme lors dg/$ de la cellule végétative. L'activation de
la toxine nécessite I'action d’enzymes protéolytisjumalgré sa grande résistante a la plupart
des enzymes digestives [18, 76, 90, 103].

b.Gene codant

Le génecpe,codant pour I'entérotoxine, est localisé sur urutodu chromosome mais de
récentes études ont montré sa présence extrachwontpge (plasmide) associée a un élément
génétiqgue mobile [90].

Lors de cas d’entérite hémorragique de veaux, ¢anigue PCR (Polymerase Chain
Reaction) a permis d'isoler le génpe de I'entérotoxine en association avec les toxohes
souches décrites dans le toxinotypenEef(1). Le genecpe codant pour I'entérotoxine, est en
continuité du géne de la toxinemais ne s’exprime pas lors de la sporulation, arlepde
séquencepessilence. L'origine de cette expression silenciesisgplique par I'existence de
mutations de la séquence, d’'un manque de coddatéit et promoteur [7, 91].

c.Activité biologigue

Son activité biologique induit une accumulationlidaide dans I'intestin de la plupart des
especes [18].

Son mécanisme d’action moléculaire fait intervésireconnaissance d’un récepteur sur la
membrane a bordure en brosse de lintestin [76]. dognaine N-terminal est le site
cytotoxiqgue tandis que le domaine C-terminal estpoesable de [Iactivité par la
reconnaissance de récepteurs. L’entérotoxine séndans la membrane cytoplasmique et
s’associe a une autre protéine pour former des lex@p de grande taille. Son action entraine
la formation de pores conduisant a une altératierladperméabilité des membranes, une
inhibition de la synthése des macromolécules, @sintégration du cytosquelette et une lyse
de la cellule. La réponse cytotoxique de lI'entéxote est rapide de l'ordre de 20 a 30
minutes [90, 76, 103].
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Figure 4 : Mécanismes d’action de I'entérotoxine d€. perfringens[76]
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C. perfringensproduit de nombreuses toxines dont I'activité dgidue de chacune varie
en fonction du gene codant pour ces protéines.
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Figure 5 : Schéma récapitulatif des activités biolmiques des toxines d€. perfringens[69]
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7.Toxine letale LT .

Elle est produite paClostridium sordellii Cette protéine s’est révélée érythémateuse et
oedémateuse par injection intradermique chez laymbu en intrapéritonéale chez le porc de
guinée, létale chez la souris et cytotoxique pasg tellules Véro. Elle provoque une
accumulation de liguide non hémorragique dans e intestinales ligaturées. Elle est
responsable d’cedeme et d’hémorragies. Elle esufieodendant la phase de croissance des
bactéries.

Les groupes thiols qui sont protégés par des pbstdfures semblent étre essentiels dans
lactivité létale [3, 73, 100].

8.La toxine HT

Elle est produite pa€lostridium sordellii C’est une toxine de 300 000 daltons de poids
moléculaire, cytotoxique pour les cellules. Elletraine une accumulation de liquides
hémorragiques dans les anses iléales, qui a eténtnexpérimentalement chez le lapin. Son
activité biologique est semblable a celle de lan®»A deClostridium difficile[3, 65].
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Tableau 1 : Synthése des propriétés biologiques dexines deClostridium perfringens

[18. 69]

D

Toxine | Geéne Localisa- | Mode d’action Effet pathogéne | Organes cibles
tion
géneétique
Phospholipase C,
sphingomyelinase, . . .
o cpa ou Chromosome | dégénérescence Cytolythue, hemolyth’ue, Tous les organes
plc membranaire dermonécrosante et létale
(détruite par trypsine
Formation de pores, .
altération des Cytolythue, . Intestins, coeur
. dermonécrosante, létale et _. .
B 1 cpb 1 Plasmide membranes . hé . de vaisseaux, ganglions
cellulaires (détruite necrose hemorragique de lymphatiques
par trypsine) la muqueuse intestinale
Fo[ma_tlon de pores, Cytolytique, létale et Int_estlns, ceeur,
. altération des ; , . vaisseaux, muscles
[5 2 cpb 2 Plasmide nécrose hémorragique de| . e
membranes . - lisses, vésicule
. la muqueuse intestinale o
cellulaires biliaire
Formation de pores,
altération de la Intestins, poumons,
otx Plasmide perméabilité des Edeme, dermonécrosantg cerveaux, cceur, foie,
& membranes et [étale reins et vaisseaux
cellulaires (activée sanguins
par trypsine)
ADP-ribosylation de
l (Ia) iap Plasmide I'actine (activée par 3 o
trypsine) Désorganisation du
cytosquelette de I'intégrité Intestins, cerveau et
des barrieres cellulaires, | vaisseaux sanguins
c td dermonécrosante et létale
. . omposant de
1 (Ib) ibp Plasmide fcation
. Cytotoxique
4 Chromosome/ !
Entéro - cpe l(:rcezrsrig?sr?tz déelapl)ores érythémateuse, étale et Intestins
toxine plasmide trypsine) fuites d’eau et des

électrolytes
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C.La classification

Il existe plusieurs classifications pour les difiéies souches d&lostridium perfringens.
La classification la plus ancienne, établie parséfil en 1933, est basée sur la répartition des
souches selon cing types (A, B, C, D et E), setom taractere de synthése des quatre toxines
létales majeuresy(p, € ett) qui sont des exotoxines |étales pour la sourns sarichissement
[18]. Cette ancienne classification est trop résteeet ne prend pas en compte les nouvelles
toxines découverte$?) [47]. De plus, sur le terrain les entérotoxénseat associées a un
mélange de toxinotypes regroupant pour chacun sswcation de plusieurs toxines produites
par C. perfringens Ainsi, le tableau clinique et Iésionnel décritupochacun de ces
toxinotypes a été obtenu soit dans des conditicatsirelles extrémement rares soit en
reproduction expérimentale.

La représentation ci-dessous des différents toype®t a pour seul but de montrer la
spécificité de I'activité biologique des différeatexotoxines protéiques. Récemment, une
classification génotypique a été déeveloppée [56].

La méthode de typage classique repose sur les destétalité de souris. L'injection
intraveineuse d’'un surnageant brut de milieu deucelavec séroprotection utilisant des
anticorps neutralisants permet d’identifier lesines responsables de mort de la souris. Ces
toxinotypes ont été ensuite sous divisés en groseles la production des toxines mineures.
Chaque toxinotype a été associé a une maladiel'@utairer leur pathogénie [56]. Cependant,
I'échantillon des souches est réduit a des régmémgraphiques limitées entrainant des
modifications de la classification. Cette modifioat repose sur la toxine principalement
produite par la souche lors de la maladie obsdgtv&e
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Tableau 2 : Production des différentes toxines lél@s majeures par les toxinotypes de
Clostridium perfringens[18, 74]

Toxines
Toxinotypes Alpha Beta Epsilon lota
A ++ - - -
B + ++ + -
C + ++ - -
D + - ++ -
E + - - ++

++ Principale toxine produite
+ Toxine secondaire produite en général en moirglrantité
- Toxine non produite

a.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens geth non
entérotoxinogene

Le toxinotype A deC. perfringensavec la toxine: (toxine majeure) est le plus décrit dans
la littérature [46, 90, 19, 66]. Sa prévalence tegindre 84% des cas d’entérotoxémie [34,
103]. On peut l'isoler dans I'environnement et d@ssintestins des animaux et des hommes
sains [46, 88]. Son rdle pathogene est essentiefieanl’origine de la gangréne gazeuse alors
gu’il reste tres controversé dans le déclenchemestentérotoxémies [44].est soupgonné
d’intervenir dans l'ulcére perforant et I'inflamniat de la caillette chez le veau [2].

La toxine a est la toxine majeure. Des injections intraveiesude toxines de type A
provoquent chez le veau des troubles digestifsuéwibl vers la mort [55]. L'action de la
toxine o seule reste contestée. En effet, les Iésions a@l@glestruction des membranes sont
essentiellement liées a l'action de la toxineais pour certains auteurs, le pouvoir pathogene
de ce toxinotype est du essentiellement a I'end&noé [83, 103].

Ce toxinotype est désigné sous le nom de la matiie 'agneau jaune » chez les ovins
(Yellow Lamb Disease) et des cas similaires ontrépertoriés chez les bovins et caprins.
L’action hémolytique des toxines dans la circulatsanguine est a l'origine des symptémes,
provoguant une hémolyse intravasculaire et desriédies capillaires, une inflammation, une
agrégation des plaquettes, un état de choc enttdanmort de I'individu [24, 80, 88, 90].
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b.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens g tg

Le toxinotype B produit la toxine, la toxinep et la toxines. La toxinep est considérée
comme l'agent principal des lésions observéesdersas d’entérotoxémies décrites de type B
[103].

Le toxinotype B est décrit comme responsable delyisenterie de I'agneau (lamb
dysenterie). Il entraine aussi des entérotoxémikez cle mouton et des entérites
hémorragiques néonatales chez le veau [90, 103fe @ecdilection de la maladie pour les
nouveaux-nés est due a la neutralisation de Iaitrgppar le colostrum. En effet, la trypsine
détruit la toxinep mais elle est inhibée par les substances antibgpscontenues dans le
colostrum. Les toxine$ et ¢ affectent le systéeme nerveux et provoquent deregve
dépressions, se traduisant par une forte morthktédle de la toxine, dans les affections du
cerveau, est moins important que celui de la toginen raison de l'inhibition des enzymes
protéolytiques, nécessaires a son activation,geaolbstrum [93, 103].

L’entérotoxémie due &. perfringengle type B prend souvent un caractére enzooticae. L
mortalité au sein d’'un troupeau peut atteindreeed@ et 90% des animaux. Il 'y a pas de
transmission entre troupeaux voisins [93].

D’aprés les cas décrits dans la littérature, centiiype est souvent associé a une entérite
hémorragique. Les lésions de lintestin comprennamé congestion, de I'o,edeme et des
hémorragies. Le résultat est une entérotoxémienggagnée d’'une entérite avec ulcérations
et hémorragies de l'intestin gréle [103].

c.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens g t¢

Ce toxinotype produit les toxineset . La maladie présente un caractere sporadique et
rarement enzootique [74, 93].

Il a été décrit chez les adultes sous la dénonoimade maladie de « Struck ». Dans les
années 60, la description de cas correspondant toxieotype a eu une trés grande
importance économique par les pertes occasioniiéed$, 24, 88, 93].

Les cas décrits pour ce toxinotype présentent éaeorse de la muqueuse intestinale sans
diarrhée apparente [90]. Les symptdbmes séveresalent en 24 a 48 heures : coliques,
douleur abdominale et une diarrhée hémorragiquenitdial développe des signes nerveux et
meurt dans un délai de 2 a 24 heures Les premjarptémes observeés chez les veaux sont
frustres et se traduisent essentiellement par noexgie. [24].

Chez les agneaux allaitants, souvent agées de qeelgurs, les signes cliniques sont
moins importants. On observe des tremblements & geostration. Les jeunes, en bonne
santé, agé de 2 a 10 jours, développent une enténiborragique et nécrotique [24, 37, 90].

d.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens get)

Le toxinotype D produit les toxinasets. La toxinee est considérée comme le facteur
essentiel d’apparition de la maladie [74].

L’entérotoxémie, connue sous le nom de maladie deirncpulpeux » (pulpy kidney
disease) et décrite chez des cas en rapport avdoxieotype D, est responsable de
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nombreuses mortalités chez les ovins conduisaatlawldes pertes économiques [46].

L’affection se traduit au sein d’'un troupeau lespiouvent sous forme sporadique [93].
Elle affecte les agneaux agés de moins d’'un amesionnellement les chevres et les veaux
[103] et se traduit par une mort subite. La toxmajeures entraine essentiellement des
symptdémes nerveux (opisthotonos, amaurose,...). dell&raduit par une incoordination, un
tourner en rond, de la nervosité, de l'inappétedeela prostration, de I'opisthotonos et des
fasciculations des yeux [24, 46].

Il ne semble pas fortement impliqué dans les castéiotoxémies chez les bovins. En
effet, les bovins semblent développer une faiblemimité naturelle contre la toxirea la
différence des ovins [18].

Chez les caprins, ce type d’entérotoxémie se trauuiune entérocolite, tandis que chez
les ovins, les Iésions affectent le cerveau ebie foedeme) et tres peu de modifications sont
observés au niveau de l'intestin [67].

e.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens ¢e ty

Le toxinotype E décrit chez certains sujets esdatarisé par la production de toxinest
1 [74]. Son incidence est peu élevée dans I'entgéotie. Des expériences restent a effectuer
pour éclaircir le réle pathogéne de cette souchdokinet est constituée de deux sous unites,
'une permettant la reconnaissance des réceptq#sifigues cellulaires, l'autre étant le
support de l'activité biologique. Ces sous unitgpliguent la sensibilité variable selon les
especes [19, 66, 90T.e toxinotype est décrit dans des cas d’entériesonragiques du veau

[7].

f.Entérotoxémie due a Clostridium perfringens deetyA
entérotoxinogene

Ce toxinotype posséde un rdle important en médenimaaine, il produit I'entérotoxine
responsable de gastroentérite humaine d’origimeegitaire [74].

La toxine a trés peu d’action sur les cellulesadmuqueuse intestinale mais elle provoque
une accumulation de liquide dans l'intestin seursant par de la diarrhée. Chez les bovins et
caprins, peu d'études ont démontré une véritablplitation de ce pathovar dans le
développement de la maladie. Elle a été classég ldaxinotype de type A méme si cette
toxine a été isolé dans les autres toxinotypesq1874].

g.Entérotoxémie a Clostridium sordellii

Clostridium sordelliiest a 'origine d’entérites hémorragiques chezl®ans et les ovins,
mais aussi des entérotoxémies. Les toxine€.dsordellii ont été isolées dans le péritoine
d’animaux qui sont mort subitement avec un diagoa forte suspicion d’entérotoxémie [4,
16, 78].

La classification phénotypique est ancienne et reng pas en compte les nouvelles
toxines qui ont découvertes ces derniéres annéemeda toxine32. De plus il est difficile
sur le terrain d’attribuer un toxinotype spécifiquaur chaque cas d’entérotoxémie. En effet,
aucun tableau épidémio-clinique et lésionnel msgsicifique d’un toxinotype particulier mais

37



plutdt de I'action des multiples toxines produigessein de l'intestin de I'animal [24, 16, 78].
De nos jours, elle ne semble plus appropriée ptristreinte pour définir 'entérotoxémie. De
nouvelles classifications ont vu le jour commelsssification génotypique.

Une nouvelle classification a été proposée, senbasar la capacité génétique d’une
souche a produire une toxine. Elle utilise la maseévidence des géenes codant pour les
toxines par la technique PCR (Polymerase Chain tRedc Les éléments
extrachromosomiques sont mobiles et souvent iretabhtrainant une grande variabilité des
souches. En effet, la toxineet I'entérotoxine sont codées par des genes clsomigues,
tandis que les genes des autres toxines sont pant&kes plasmides.

La définition des souches par cette classificaéshplus indicatrice de leur potentiel de
virulence que la précédente. En particulier, efiepdus appropriée pour l'identification des
souches porteuses du gape codant pour I'entérotoxine étant donnée sa proolucéduite
a partir des milieux de culture usuels. La clasatfon génotypique, en mettant en évidence
les génes des toxines produites par les differesmtieshes d€lostridium perfringensest plus
précise que la classification phénotypique. Cependaette classification a des limites : la
présence d’'un géne ne signifie pas forcément lesgon de la toxine, comme le gerpe
silencieux de I'entérotoxine lors de son assoaieéivec le géne de la toxing7, 69, 91].
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Tableau 3 : Les différents génotypes en rapport aedes toxinotypes [69]

Classification toxinotypique Les génotypes

plc
plc, cpe
plc, cpb2

plc, cpe, cpb2

plc, cpbl, etx

plc, cpbl, etx, cpe

plc, cpbl

plc, cpb2

plc, cpbl, cpe

plc, cpb2, cpe

plc, cpbl, cpb2

plc, cpbl, cpb2, cpe

plc, etx

plc, etx, cpe

plc, iap
E plc, iap, ibp
plc, iap, ibp, cpe
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|l. CAUSES FAVORISANTES ET PATHOGENIE DES
ENTEROTOXEMIES

A.Flore intestinale et entérotoxémie

Le tube digestif des ruminants est colonisé par omeroflore endogene formée de
nombreux micro-organismes capables de se déveleppmnaérobiose [81, 82].

La flore digestive des ruminants est constituéerggdlement de bactéries anaérobies
strictes, non sporulées, cellulolytiques et amyiqlyes. Les clostridies, quant-a elles, sont
présentes au sein de l'intestin mais en faible eotnation [75, 21, 82].

Un équilibre se forme au sein de I'écosysteme iim&ls permettant une stabilité dans des
conditions physiologiques et alimentaires inchasgé€et équilibre est essentiel pour
limplantation de la flore bactérienne intestinaleez le nouveau-né du fait de la stérilité
préalable de son tube digestif [15]. Dés les presnjeurs de vie, les entérobactéries et les
streptocoques prédominent. Puis, les lactobacilles, bifidobactéries et les clostridies
s'implantent dans l'intestin [21, 74]. Dés I'age 4igours, on dénombre entre*1@ 16 unités
formant colonies (UFC) par millilitre de bactériels contenu duodénal et jéjunal. La
colonisation de l'iléon est plus importante {801¢ UFC/mL) [15]. Les bactéries de la flore
normale de l'intestin s’opposent au développemest lohctéries pathogenes, c'est « 'effet
barriere » [21, 74].

L’effet barriere est spécifique dans le sens otag®s souches cibles y sont sensibles [21].
Au sein de lintestin, le dénombrement de la flbictérienne se situe entre'd@t 10*
UFC/millilitre de contenu intestinal avec une prétioance de bactéries anaérobies strictes.
Les micro-organismes s’organisent sous la formepdeulations en état d’équilibre, en
occupant des sites préférentiels a leur développemesein du tractus digestif [9, 82]. Les
bactéries anaérobies sont présentes en faibleigudans le haut du tube intestinal alors que
leur densité est plus importante dans la partialdisle I'intestin notamment dans l'iléon. Le
nombre de clostridies dans un intestin sain egtigir & 16 UFC par millilitre de contenu
intestinal [74].

Une compétition s’effectue pour l'utilisation desatiéres énergétiques, azotées et des
nutriments nécessaires pour leur développement.bBetgries utilisent les produits formeés
par d’autres bactéries pour leur multiplicationrt@@es bactéries élaborent des substances
toxiques comme le sulfure d’hydrogéne’@) des acides gras volatils, des bactériocines, ce
qui limite la prolifération d’autres bactéries [21]
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Cet équilibre de la flore intestinale peut étre ifiéadthez les ruminants notamment lors de
perturbation en amont du tube digestif c’est a dueniveau du rumen. Dans ces conditions,
les substrats délivrés dans l'intestin permettentsélectionner un profil de flore différent
comme les clostridies.

Lors de perturbation de la flore intestinal@pstridium perfringengeut se multiplier a
une vitesse élevée : I'effectif peut décupler ex miinutes, passant de 2lOFC/mL a 16
UFC/mL de contenu intestinal en une heure [10]

Les clostridies ne peuvent pas adhérer a la muguéusestinale par des facteurs
d’attachement (commE. coli) [53] ou envahir les cellules épithéliales (com&smonelly.
Elles se multiplient dans la lumiére de I'inteatiniquement en cas d’altération de I'équilibre
bactérien. La pathogénie de ces bactéries dépagdament de la capacité lors de la phase
de multiplication des bactéries a produire desnexi Ces toxines ont une action locale sur
l'intestin puis diffusent dans l'organisme via lacalation sanguine pour atteindre les
organes cibles [74, 85].

Figqure 6 : Mécanismes d’action des bactéries danmitestin gréle [74]
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Dans un premier temps, une multiplication imporaaés clostridies commence dans les
parties distales de lintestin gréle ou leur conmion en tant qu’h6tes habituels est
inférieure & 1® UCF/mL de contenu intestinal. L’apparition de laalatie nécessite
l'altération de I'équilibre de la flore bactérienn€ette altération doit étre beaucoup plus
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importante chez les adultes, qui possédent une flligestive installée jouant le réle de
barriére, que chez les jeunes dont la flore digeséist précaireDe nombreuses études
expérimentales ont tenté de reproduiie vitro les étapes observéesm Vvivo.
Expérimentalement, la plupart des affections ndageont pu étre reproduites par une
administration intraduodénale de culture compléi,cellules suspendues dans un milieu
frais, d’extraits cellulaires, de surnageant detutal ou méme de toxines purifiées
concomitant & une atonie digestive [74].

Dans un deuxiéme temps, les bactéries produisemndXenes responsables des symptémes
et des lésions observées lors de la maladie. kése®alterent la paroi intestinale et diffusent
dans I'organisme par la circulation sanguine pdigiradre les organes cibles (cceur, poumon,
foie, rein et cerveau).

L’élément primordial dans la prolifération des ¢talies est I'atonie digestive. Les causes
d’atonie digestive sont multiples. Elles peuvent &umorales (acidose ou alcalose ruminale,
acidose ou alcalose sanguine), alimentaire (aliatiemt intensive, changement brutal de
ration, insuffisance de lest) ou toxiques (acidantydrique des Iégumineuses). Cette atonie
digestive entraine une accumulation résultante ddienes alimentaire insuffisamment
fragmentées favorisant la pullulation des clostsdit la résorption des toxines [59].

L’équilibre de la flore bactérienne, mis en plapeea la naissance de I'animal, évite la
prolifération de bactéries pathogenes au sein de tligestif. Cependant, toute modification
de cet équilibre fragile peut favoriser I'appanitia@’une maladie. De nombreuses causes
favorisantes participent a la perturbation de llég® intestinale [10, 21]. Nous allons
développer ces différentes causes dont la prireigst I'alimentation.

B.Les causes favorisantes et entérotoxémies

Nous avons montré précédemment qu’une perturbeadi@quilibre de la flore intestinale
associée a une atonie digestive conduit a la nfiakipn des clostridies et a la production de
toxines. Les causes favorisantes, principalemeityrientation, apparaissent véritablement
déterminantes dans le développement des entéroiesém

a.L’alimentation

Rappels préliminaires :

PDI : Protéines vraies réellement digestibles diarestin

PDIM : PDI qui proviennent des protéines vraiesrfées par la population microbienne du rumen
PDIME : PDIM qui correspondent a la teneur de iftedint en énergie fermentescible dans le rumen
PDIMN : PDIM qui correspondent a la teneur de ti&@nt an azote fermentescible dans le rumen
PDIA : PDI qui sont d’origine alimentaire

L’alimentation est le principal facteur de risquesponsable des déséquilibres de la flore
intestinale a l'origine des entérotoxémies. Enteffime alimentation trop riche en matiéres
azotées ou glucidiques fermentescibles joue unpriteordial [21, 43, 75, 95].

Les matieres azotées alimentaires subissent dansken une dégradation plus ou moins
intense et rapide a l'origine de la production diaomiac. Cette dégradation est trés rapide
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pour les constituants non protéiques (amides, geptiacides aminés libres...) qui diffusent
dans le liquide du rumen. Elle est aussi tres mpiul ce qui concerne l'urée de part I'action
des uréases libres en concentration importantentQ@uia dégradation des protéines, elles sont
attaquées dés qu’elles sont libérées des celloisesdke la rupture des membranes pendant de
la mastication ou sous l'action des bactéries [miitiques. Les produits de dégradation des
constituants azotées fermentescibles (ammoniadeg@minés et peptides) sont utilisés par
les corps microbiens du rumen pour élaborer de$éipes. Cependant, une partie des
protéines alimentaires n’est pas dégradées danmien.

La notion de protéines vraies réellement digestiblgns I'intestin (PDI) a été développée
en tant que systeme original (Institut Nationall@ld&Recherche Agronomique : INRA) pour
calculer les apports et les besoins azotés deshamtsi. Les PDI comprennent les protéines
digestibles dans l'intestin d’origine alimentaifeIA) et les protéines digestibles d'origine
microbienne (PDIM). Chaque aliment est caractépise deux valeurs azotées, l'une par sa
teneur en azote fermentescible dans le rumen (PPIDA + PDIMN), l'autre par sa teneur
en matiére organique digestible ou en énergie tlijes(PDIE=PDIA + PDIME). Lors
d’apport excessif d’azote fermentescible (exceROMN par rapport au PDIE), I'énergie de la
ration n'est pas suffisante pour utiliser les pitslde dégradation des constituants azotés
pour la fabrication de protéines microbiennes. liiamniac se trouve en exces dans le rumen
provoguant une alcalose ruminale suite au passtrgeexrs la paroi du rumen et a la diffusion
dans le sang. Cette hyperammoniémie inhibe, paoraclirecte sur les centres moteurs,
I'éructation, le péristaltisme intestinal et abbatiune atonie intestinale. Le foie ne peut plus
effectuer son role de détoxification (réactionsdésaminations oxydatives de 'ammoniaque
en urée) et une insuffisance hépatique s'instalie partie de cette urée revient au rumen par
la salive ; 'ammoniac qu’elle y donne s’ajoute 'amimoniac déja excédentaire et n’est
d’aucune utilité pour la population microbienne.tt€eaugmentation intempestive du taux
ammoniacal dans le tube digestif favorise la péddifion d'une flore alcalinophile,
notammentC. perfringensdans l'intestin a I'origine d’entérotoxémie [42].

Dans ces circonstances, I'exces de substrats akines atteignant l'intestin favorise la
prolifération des clostridies. On trouve cette &iton lors d’alimentation riche en azote
fermentescible : herbe jeune de paturage, ensildipesbe riches en azote soluble ou apports
d’'urée trop importants et ingérés rapidement. lderéa mise aux patures aux printemps avec
une herbe riche en azote fermentescibles, le rigtprérotoxémie est accru. La littérature
relate que l'apport d’engrais (ammoniacaux et @x@es) sur des paturages favorise une
augmentation des taux de matieres azotées solutss patures, entrainant une
surcrudescence de cas d’entérotoxémies des rurmipaisisant sur celles-ci [42, 43, 46, 74].

Des situations similaires sont décrites lors deomat acidogenes (excés de glucides
fermentescibles), par exemple excés de céréales tsansition, entrainant une acidose
lactique du rumen avec une diminution du pH intratinal & 5 ; une atonie du rumen et du
réseau s'installe. La multiplication des clostridit la toxinogénéese sont alors favorisées par
I'arrivée de substrats alimentaires non digérésdamet protéines non fermentés) [25, 95].

Les transitions alimentaires brutales ne permetiasta la flore de s’adapter, par exemple
le passage d’'une flore cellulolytique a une floret@olytique lors de la mise aux patures au
printemps aprés une ration riche en fourragesédhiCette transition brutale peut favoriser le
développement des clostridies au dépend de I'égeilpréexistant. Lorsque les conditions
climatiques sont favorables, la méme situation résgnte a I'automne suite a une repousse
abondante de I'herbage [25].
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b.Le stress, le péristaltisme et la sécrétion biia

Le stress constitue un facteur de risque d’entgéoiie. La perturbation de la digestion
par une mauvaise irrigation du tube digestif saiten stress (manipulations brutales, tonte,
transport) provoque une libération d'adrénalinerainaint une vasoconstriction de la
circulation du tube digestif. Il provoque un raiseément du transit voire son arrét et une
perturbation du pH gastrique [4&n aboutit a une stase intestinale [10].

Une diminution du péristaltisme entraine une ruptde I'effet dépresseur de la flore
digestive et contribue a la multiplication des tliokes. En effet,Clostridium perfringens
n‘adhere pas de facon spécifique a la muqueusstimaée et est éliminé par le transit tout
comme les toxines libres dans la lumiére. L'augraigom de celui-ci a un effet protecteur et
limite les atteintes tissulaires [76]. Il est plogportant dans la partie proximale de l'intestin
ce qui est a mettre en rapport avec la plus foetesitE de bactéries dans la partie distale de
celui-ci [74]. Toutes modifications du péristaltisnmtestinal prédisposent I'animal a une
prolifération bactérienne [17].

La sécrétion biliaire possede un réle antiseptiquen’est pas a négliger dans les cas
d’entérotoxémie [43]. Les acides biliaires conjugyighibent la multiplication des bactéries
non présentes a I'état naturel au niveau du tubesti. Les actions des acides biliaires
permettent la sélection de certaines souches butés [74].

c.Le climat et la saison

Les entérotoxémies sont souvent décrites commenddadies saisonnieres, la majorité
des cas se situe au printemps et a I'automne. €gsdps correspondent aux saisons de
changement brutal d’alimentation au printemps deemise a I'herbe des ruminants et un
apport excessif de matieres protéiques. En effetpasse d’'une ration hivernale riche en
cellulose (fourrages) a une alimentation trés riehenatiéres protéiques avec les patures [17].

Les fortes variations de températures influent émeht sur I'apparition des
entérotoxémies. En effet, un refroidissement brasguovoque une atonie digestive,
permettant la prolifération des bactéries pathogi@oenme les clostridies. De nombreux cas
d’entérotoxémies ont été observés suite a unetnégitfroide sur des animaux aux paturages.
Méme si la température peut jouer un roéle importdanis le processus de déclenchement
d’'une entérotoxémie, il faut le mettre en corrélatavec d’autres facteurs favorisants [17].

On note que cette description saisonniere des cdax&mies correspond plus a des
facteurs de conduite d’élevage avec une transiilimentaire brutale (exces de matieres
protéigues ou glucidiques) plutét qu'a des factelirsatiques.

d.Utilisation d’antibiotiques

L’antibiothérapie, dont l'action vise a détruire @uinhiber un ou plusieurs agents
pathogenes, a également un effet sur les bactamensales du tube digestif. Cette action
peut passer inapercue sur le plan clinique.

L'utilisation excessive des antibiotiques est uohbéme actuel. Leur administration par
voie orale de maniéere inadaptée entraine la sefecti 'émergence de certaines souches
bactériennes dans le tube digestif. Les moléceleplus utilisées sont a visée Gram négatif,
ce qui contribue a la sélection des bactéries Guasitif comme les clostridies. La flore
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commensale du tube digestif est sensible aux atijoies, qui la modifient et favorisent la
prolifération des bactéries toxinogenes. Les antiiipies distribués a titre thérapeutique ou
préventif sélectionnent dans le tube digestif desclkes bactériennes résistantes a des
familles d’antibiotiques. Ceci c’est accentué duas derniéres années [43].

Il est a noter que certains antibiotiques (gentangjcinduisent I'expression de genes,

comme le genepb2de plus en plus représentés dans les entérotoxdioignes, mais sans
conséquence pratique [27].

e.Le parasitisme

Le parasitisme peut interférer et favoriser I'eatéxémie. Les parasites intestinaux des
ruminants créent par leur action traumatisante pietes d’entrée aux bactéries anaérobies.
Des études montrent qu’une forte infestation dexeagx et des chevreaux pdioniezia
expansdavorisent les entérotoxémies. En effet, des hssinflammatoires sont responsables
d’un épaississement de la muqueuse intestinalecounge histologique révele une destruction
de I'épithélium et de I'endothélium vasculaire) dagant I'absorption des toxines [96].

Ostertagiase développe dans les glandes gastriques, dinifaardité de la caillette.
Cette modification du pH provoque une diminution géristaltisme permettant la
prolifération des clostridies. La coccidiose etctgptosporidiose provoquent des réactions
inflammatoires importantes de l'intestin, altérdatmuqueuse intestinale et favorisant la
dissémination des toxines @dostridium perfringengar voie sanguine [10, 74].

La fasciolose Kasciola hepatich est souvent associée aux entérotoxémies. Lesedouv
altérent le fonctionnement hépatique par une detsbru des hépatocytes et une obstruction
des canaux biliaires, modifiant le role bactéricitke la bile et diminuant le péristaltisme
intestinal [10].

Les Iésions du pancréas peuvent favoriser I'apgparides entérotoxémies. La diminution
de la sécrétion glandulaire exocrine et en parécule la trypsine, inductrice ou inhibitrice de
certaines toxines, peut interférer dans cette pagie[43].

Les différents éléments de I'épidémiologie destrgptsont souvent abordés, tels que
'espece, la race, le sexe, I'age, dans les cdasessantes des entérotoxémies néanmoins ils
ne sont pas considérés comme prépondérants daasradadie. Nous décrirons brievement
ces différents facteurs intrinseques.

a.L’espéece

Les entérotoxémies concernent toutes les espedsesties sont plus fréquentes chez les
ruminants, et tout particulierement les ovins [B8]. Cette prédisposition peut s’expliquer par
le fait qu’ils sont plus exposés par les systenmeprdductions intensifs a une alimentation
favorisant les entérotoxémies [17].
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b.L’age

L’'age des ruminants atteints d’entérotoxémie egtlejrallant d’'un jeune de 48 heures a
'age adulte [57]. Néanmoins certaines classesed' &pnt plus décrites tels que les jeunes ou
les animaux de réforme [17]

Pour les jeunes ruminants : le sevrage, la pémedéngraissement ou l'allaitement avec
une bonne laitiere semblent prédisposées I'anincatta maladie.

En ce qui concerne les adultes, les plus touchdiscenix a I'engraissement (réformes) ou
en lactation avec des rations riches en concerdgrébandes sur des paturages luxuriants au
printemps et a 'automne [74].

Les différentes classes d’ages décrites sont platGapprocher avec les conduites
d’élevages utilisées et I'alimentation. En effeduples bovins, les entérotoxémies affectent
toutes les catégories mais les plus touchés sbnb[@ 74, 33]

* les veaux allaitants a la mise a I'herbe
* les veaux de boucherie alimentés au distributetomaatique
» les taurillons a I'engrais en début ou en fin draigsement

» les vaches laitieres surtout pendant la périodipgdum

* les vaches de réformes

c.La race et la conformation

Chez les bovins, les races a viandes sont lesepjussées a la maladie (charolaise, blonde
d’aquitaine, Blanc Bleu Belge) car considérées cemates a croissance rapide, elles sont
soumises a une alimentation tres énergétique [1758]. Les races Blanc Bleu Belge et
charolaise sont frequemment citées dans les cagédx@oxémie, mais ceci est explicable par
le fait que la majeure partie des études se satdgmsur celles-ci. Alors que d’autres races
comme les Prim’Holstein peuvent étre également @mdes dans des conduites d’élevages
intensives [80]. On retrouve aussi cette descmptibez les ovins telles pour la race South-
down [17].

Les animaux atteints sont souvent les plus beayetssugras ou en bon état
d’engraissement) au sein du troupeau [74, 33, 17].

Depuis de nombreuses années, on accorde beaucoupodances aux facteurs de la
réceptivité intrinseque et extrinséque. En faitridee ces facteurs intrinséques (race, sexe,
age) se cachent des conduites délevage différempeis conditionnent le risque
d’entérotoxémie. Une conduite d’élevage avec umaegltation intensive génére le risque
d’entérotoxémie alors qu’un systeme extensif laited
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[11. DIAGNOSTIC

Les entérotoxémies sont a l'origine d'une grandgonita des cas de mort subite. Le
diagnostic des entérotoxémies repose sur des denépElémiologiques, cliniques et
Iésionnelles. Sur le terrain, a partir de ces deariEest possible d’établir un diagnostic de
forte suspicion d’entérotoxémie mais le diagnosticcertitude repose sur des analyses de
laboratoire. Nous exposerons ci-apres les basdgagduostic de suspicion et de certitude.

A.Les bases épidémiologiques

Les criteres épidémiologiques sont nécessaires poenter le diagnostic vers un cas
d’entérotoxémie. Ceux-ci, incluant les facteurs rikgues, prédisposent I'animal & une
prolifération des clostridies dans l'intestin quinthétisent des toxines dont leurs actions
évoluent vers une mort subite du ruminant.

Il s’agit d’'une maladie fréquente. On note en Bwplg pres de 7000 veaux morts
subitement chaque année dans des conditions évofpreement une entérotoxémie [59].
L’entérotoxémie n’est pas une maladie contagietdle. peut se manifester au sein d’un
élevage sous forme de cas sporadiques, voire egaesten affectant jusqu'a 5 a 30 % du
troupeau. L’apparition de plusieurs cas au seim élevage peut s’expliquer par I'existence
de mémes facteurs de risque [74].

L’entérotoxémie est une maladie provoquant des sneubites sporadiques, le plus
souvent dans un troupeau conduit avec un réginmeataire intensif, a I'occasion de
changements alimentaires brutaux ou changementatajues.

Parmi la totalité des facteurs énonceés, l'alimenaet les conduites d’élevage sont les
facteurs les plus importants a prendre en congidéardans le but d’établir un diagnostic de
suspicion d’entérotoxémie [17, 74].

Les bases épidémiologiques sont nécessaires peutarle diagnostic vers une suspicion
d’entérotoxémie mais a partir de ces données ilifaégrer les bases cliniques et Iésionnelles.

B.Les bases cliniques

En raison de la rapidité d’évolution de la maladiest-a-dire une mort subite, il est
difficile d’effectuer un diagnostic clinique. CeBextions se caractérisent par une mort subite
parfois précédée pendant quelques heures de tsoutll@rrhéiques, convulsifs ou
hémolytiques. D’'un point de vue didactique, nousioms distinguer différentes formes
clinigues méme si la plus fréquente est la moritsub

» Mort subite

La forme suraigué se manifeste par une mort s{®®e37, 74, 75, 87, 102]. Le ruminant
est souvent retrouvé mort ou comateux sans augue silinique précurseur [59]. Ce sont
souvent des animaux sains, en trés bon état gémnérsiiite a I'apparition de la maladie, sont
découverts morts dans un délai de huit heures7[s, 3
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> Diagnostic différentiel

Il est important de prendre en considération |lgmistic différentiel de mort subite. En
effet, prenons I'exemple d’'une mort subite d’'un n@amt au pré au printemps, différentes
maladies peuvent étre suspectées et parmi cellesit@rotoxémie. Le diagnostic différentiel
inclut les fulgurations, [I'électrocution, les métdations spumeuses et gazeuses, les
infections cutanées, les affections respiratoippg@monie,...), la thrombose de la veine cave
postérieure, les déficiences cardiaques, les icativins (If, galéga, gland,...), les tétanies
d’herbage, I'hypocalcémie.

Le tableau suivant résume les différentes maladiesprises dans le diagnostic
différentiel de mort subite
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Tableau 4 : Diagnostic différentiel des différentesauses de mort subite chez les

ruminants [84, 21, 45, 48, 57]

ORIGINE DE LA MORT
SUBITE

DIFFERENTES
MALADIES

CRITERES DE
DIAGNOSTIC

METABOLIQUE

Indigestion spumeuse ou
gazeuse aigué

Météorisation (distension creux
flanc gauche puis flanc droit)
Accumulation de gaz ou mousse
dans le rumen

Esophage congestionné en parti
cervicale et exsangue en partie
thoracique

D

Tétanie d’herbage ou
hypomagnésiémie

A la mise a I'herbe au printemps,
en automne

Stress thermique

Dosage du magnésium sur LCR
dans les 2h apres la mort, sur
humeur vitrée sous 48 heures

Toxémie de gestation

Brebis grasse en fin de gestation
Gestation multiple (double ou
triple)

Myopathie-dyspnée

Dégénérescence musculaire (carenc
vitamine E et sélénium), atteinte du

myocarde aspect trés pale avec stries

blanchatres (dépo6t de calcium) =
dégénérescence de Zencker

D

Ataxie enzootique

Paralysie spastique a la naissance
Cuivre < 50 ppm

Hypocalcémie

Post-vélage chez vache haute
productrice laitiere

Acidose lactique aigué

Ingestion massive de glucides
fermentescibles

Contenu ruminal d’'odeur aigrelette et pH
acide < 6

Intoxication cuivre

cuivre > 400 ppm
Ictere, hémoglobinurie

Nécrose du cortex cérébral

Opisthotonos, amaurose, crises convulsi
et absence d’hyperthermie
Au sevrage

es
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Tableau 4 (bis): Diagnostic différentiel des difféentes causes de mort subite chez les

ruminants [84, 21, 45, 48, 57]

ORIGINE DE LA MORT
SUBITE

DIFFERENTES
MALADIES

CRITERES DE
DIAGNOSTIC

CAUSES PHYSIQUES

Fulguration, électrocution,
coup de chaleur

Fulguration : cavité buccale avec
aliments, traces de brdlure linéair
ou étoilées, données
météorologiques

Réseau électrique défectueux

D

INTOXICATIONS

If : circonstances, coliques,
bradycardie, tremblement et coma

Végétaux toxiques (if,

Oenanthe : circonstances,
abattement, hypersalivation,
coliques, convulsions, paralysie
des membres postérieurs

oenanthe,galéga, gland,
crucifere)

Gland : circonstances, anorexie,
inrumination, constipation puis

diarrhée noiratre et nauséabonde|,
anurie, convulsion et coma

Galéga : cedéme pulmonaire,
hydrothorax

Organophosphorés

Ptyalisme, diarrhée, myosis,
convulsions

Intoxication par azote non
protéique

Urée : 500g

Diarrhée, ballonnements,
grincements de dents, convulsions
coma , pH ruminal 7-8

VASCULAIRES

Hémorragies

Mugueuses pales

Volume de sang collecté dans la
lumiére et paroi de I'organe
Rupture utérine

Thrombose de la veine cav

€

Thrombus a 'autopsie,
hémoptysie, ascite
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Tableau 4 (bis): Diagnostic différentiel des difféentes causes de mort subite chez les

ruminants [84, 21, 45, 48, 57]

ORIGINE DE LA MORT DIFFERENTES CRITERES DE
SUBITE MALADIES DIAGNOSTIC
Torsion ou volvulus de la | Météorisation de la caillette
caillette Etat de choc
Corps étranger @& 'cesophage
Masses musculaires thoracique e
MECANIQUE Obstruction de I'cesophagecervicale, nceuds lymphatiques de

la téte congestionnées et
hémorragiques

t

Ulcére de caillette

Péritonite avec perforation de
calllette

a

TOXI-INFECTION

Mammite suraigué (choc
endotoxinique E. coli,

Klebsiella, Pseudomonas, $

uberis, S.aureys

Choc endotoxinique
Mugueuses congestionnées, foie
toxi-infectieux

TOXI-INFECTIONS gangréneusesTraumatisme inoculateur (gangré
a point de départ cutané, conjondtifjazeuse), nécrose musculaire,

ou musculaire@. sordellii, C.
septicum, C. novyi)B

crépitation, odeur rance

ne

TETANOS (Clostridium
tetan)

Plaie ou effraction tissulaire,
paralysie spastique

Septicémies &.coli,
Salmonella, P.haemolytica,

B.anthracis, L.monocytogenes

Choc septicémique : congestion,
hémorragies multifocales,
déshydratation

Listériose : Méningo-encéphalite,
convulsions, paralysie,
bactériologie
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Cette forme clinique est caractérisée par l'apjaritorutale de symptdmes souvent
généraux évoluant rapidement vers la mort [5, B&htérotoxémie s’exprime par des signes
cliniques majeurs tels que les symptémes diarrlegiggémolytique et convulsifs. A coté de
ces symptomes dominants, apparaissent des symptomesrs, inconstants.

> Les symptdmes généraux

Les ruminants présentent un abattement accompagudéfitultés locomotrices [58, 46].
Souvent, les jeunes animaux sont anorexiques strpsoen décubitus latéral [46, 55, 40, 37]
avec des tremblements généralisés. Une diarrhée,taxnéfaction important de I'anus, peut
s’ajouter a ces signes cliniques, ainsi qu'unghtamie, signe de déshydratation [58].

La maladie peut se traduire par une hypertherntiea(42°C) [28, 14, 87]. On retrouve
chez certains sujets, notamment les veaux, desfigaitins du fonctionnement cardio-
respiratoire avec une dyspnée, une hypotensiontaafgcardie et un pouls faible et rapide
[55, 58, 40].

Des cas de forme clinique aigué avec action detdietoxine (CPE) présentent une
vasodilatation généralisée qui s’accompagne d'wt ¢ttypovolémique entrainant la mort de
'animal [18].

> Les symptomes digestifs

Le syndrome diarrhéique est typique de I'entératueeet souvent présent en fin
d’évolution clinique [5, 18]. Cette diarrhée, lauplsouvent hémorragique, peut étre fétide,
bulleuse et de couleur blanche, jaune ou brun&7546, 77, 88].

Des études de GKIOURTZIDIS ont relaté I'existence douleurs abdominales, de
diarrhées hémorragiques sur des agneaux atteietgedotoxémie. Les animaux présentent
des coliques intenses séparées de phases de cdmiks animaux se plaignent, se débattent
et se tapent sur 'abdomen [32, 37, 46, 75, 102].

> Les symptdmes nerveux

Les crises convulsives sont souvent présentes Kaxmession des formes aigués et
dominent le tableau clinique. Les symptdmes se f@stent par des grincements de dents, du
pédalage, du ptyalisme, des contractions des nmusceamment ceux de I'encolure, une
hyperesthésie, des pertes de connaissances ebriagdsions intermittentes tonico-cloniques
[46, 40, 101].

L’animal se tient souvent a I'écart du troupeau oeisthotonos [24, 40]. Une cécité, un
nystagmus intermittent et des oscillations horiales des yeux peuvent étre observés [102,
90, 40].

D’autres ruminants sont prostrés dans un état eamatvoluant vers la mort [80, 74, 57].

L’'association de signes cliniques digestifs (diéeh nerveux (crises convulsives),
hémolytiques et d’une évolution fatale extrémenrapide font partie des critéres cliniques
orientant le diagnostic vers une suspicion d’entd@mie. Néanmoins, les manifestations
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cliniques conduisant a un diagnostic d’entérotoxérednt assez diffuses en dehors de
I'évolution brutale vers la mort. Ce diagnostic aep essentiellement sur un diagnostic
d’exclusion des différentes pathologies responsatidemort subite.

Sur le terrain, ces manifestations cliniques sanément observées par le praticien, ce
dernier a souvent recours a une autopsie qui pefaurnir de précieux renseignements.

C.Les bases lésionnelles

Le diagnostic nécropsique est indispensable poumgtre d’exclure certaines
pathologies responsables de mort subite (ulceresaitlette, fulguration...) [33]. L’autopsie
doit étre rapide et compléte. Elle permet de mettrévidence des lésions en rapport avec une
suspicion d’entérotoxémie. L’existence de dominsuhdsionnelles rapportées a un toxinotype
particulier reste trés théorique et non adaptéesaih. Une grille 1ésionnelle a été récemment
mise en place permettant de relever I'ensemblelé@@sns et de les comparer aux Iésions
caractéristiques d’entérotoxémie [45].

a.Aspect extérieur

A l'autopsie, les cadavres présentent souvent imébat d’engraissement, comme de la
graisse sous-cutanée abondante témoin d’'un embdrga@gére, montrant que cette maladie
n’'est pas la phase terminale d’'une maladie chraijg, 74, 59, 37]. Les muqueuses sont le
plus souvent tres congestionnées [74], mais danwmimte cas elles peuvent étre pales,
cyanosées ou ictériques [59, 1DJaction hémolytique de la toxine se traduit par un ictére
pré-hépatique généralisé [57]. En effet, la detitnamportante des hématies provoque une
libération intense d’hémoglobine dans le plasmactumulation de la bilirubine libérée par
I'activité intense de la glycurono-conjugaison alttcaicet ictere [80, 102].

En ce qui concerne les cas d’entérotoxémies lié@ostridium sordellij la surface de la
peau crépite a la palpation, ce qui est a difféegrdes gangrénes gazeuses (issue d’'une plaie
traumatique) dont cette bactérie est agent. Unegesiion du cadavre et un liquide
sanguinolent s’écoulant par le mufle ont été ol&eohez certains sujets [16, 57, 78].

b.Aspect interne

A l'ouverture des cavités abdominale et thoraciqose, constate la présence d’'un
épanchement séreux et sanguinolent voire de l&poir certains sujets, Iésions majeures des
toxinesa etp [61, 74, 34]. En effet, ces toxines agissent ®nmdothélium des vaisseaux en
augmentant leur perméabilité, ce qui est respoesdel |I'apparition d’hémorragies et
d’épanchements [90]. Une putréfaction rapide duaeea s'installe aprés la mort, affectant
d’abord le rein et le foie [57].es séreuses péritonéales, pleurales et périceslirésentent
des pétéchies et des suffusiobans certains cas les séreuses sont recouverfiside [74,

18, 24].

53



a.L’appareil cardio-respiratoire

> Les poumons

* Au niveau macroscopigue

Les modifications circulatoires sont a I'originesdésions de I'appareil respiratoire. Les
poumons présentent une congestion active [29 Paffois ils sont cedémateux, avec un dépot
de fibrine ou un exsudat séreux ou sérofibrineunsdas alvéoles [74, 40, 18, 34, 101].
L’accumulation d’écume retrouvée souvent dans l@gsvrespiratoires est a relier a une
souffranceante mortemplutét qu’a une lésion caractéristique d’entérétoie [57]. Des
ecchymoses et des pétéchies peuvent étre visilnids diaphragme, la séreuse pleurale et le
thymus mais ceux-ci ne présentent en général auanomalie [18, 37].

* Au niveau microscopigue

Lors d'injection intraveineuse de toximeet1, on retrouve un cedéme interstitiel et intra-
alvéolaire associés a une hyperplasie lymphoidéméchiolaire et une atélectasie [55, 101,
24, 40].

> Le cceur et I'appareil vasculaire

e AU niveau macroscopiqgue

Le coeur présente des pétéchies et des ecchymosd®rsiocarde, I'épicarde et le
myocardeUn épanchement séro-hémorragique dans le périeatdmservé dans la majorité
des cas [74, 25, 18, 57]. Un cedéme périvasculatrprésent plus souvent autour des petites
et moyennes arteres que des veines [101]. Cesnggooviennent de laltération de
I'endothélium vasculaire par les toxines provoquard augmentation de sa perméabilité [29,
74].

e Au hiveau microscopique

Les Iésions myocardiques sont souvent minimes.cedlsles cardiaques présentent des
dégeénérescences vacuolaires ou hyalines.

Elles peuvent montrer de légéres infiltrations a@més ainsi qu’une caryolyse [80]. Dans
guelques cas, on constate une minéralisation desspaes vaisseaux comme l'aorte, des
veines et des artéres [40]. Néanmoins ces Iésiersont pas systématiques et significatives
d’entérotoxémie.
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b.L'apparelil digestif

> La cavité buccale

Chez certains sujets, il a été décrit des cas omagites avec hyperplasie locale de
I'épithélium linguale. La stomatite est plutét ans@érer comme une Iésion concomitante et
non spécifique de I'entérotoxémie [40].

> La calllette et le rumen

Les pré-estomacs ne présentent généralement plégsides significatives [57]. lls sont
souvent remplis d’aliments et en particulier de& thiez les jeunes [75]. Une ruminite, de
gravité variable, est associée a un décollemetiégighélium du rumen. Le pH du rumen est
souvent acide, compris entre 4-5 [10, 92]. La etél est souvent congestionnée et présente
des ecchymoses, des pétéchies en surface et desragies diffuses non ulcératives [58, 61,
18, 59, 37].

D’aprés ROEDER et al. en 1987, la toxinesa été soupconnée de provoquer une
inflammation de la caillette chez le veau pouvdler gusqu’a l'ulcére perforant [79, 40]. Il en
est de méme pour la toxineavec une gastrite associée a des hémorragies rdagdaeuse
avec une infiltration neutrophilique importante [9¥ais depuis, les recherches histologiques
effectuées sur la paroi de la caillette ne permetfas de définir ces lésions comme
significatives d’entérotoxémie.

> L'intestin gréle

» Aspect macroscopigue

Les Iésions de lintestin gréle sont systématidoes d’entérotoxémie. La lésion typique
est une entérite hémorragique ou séro-hémorragapex un contenu liquidien séro-
hémorragique. Les anses intestinales sont dilgiEels présence de gaz issu des bactéries [46,
59, 57]. Il peut étre affecté dans sa totalité €ete aigué diffuse) ou seulement dans certains
zones localisées du jéjunum ou de l'iléon (entaitrié localisée) [57]. La paroi présente un
cedeme, une congestion, une nécrose et des hémsrrBgis pétéchies sur le jéjunum et le
colon peuvent étre présentes dans certains cagsadeia maladie [40, 2, 75, 59].

Depuis de nombreuses années, on a essayé d’asdwmgre lésion de I'intestin gréle a un
toxinotype particulier qui sont décrites ci suivant

« Dans les cas de toxinotype A, les lésions essh#ticdont celles
d’entérite ou de gastroentérite (cedéme, hémorragiétechies et
nécrose) avec une congestion des vaisseaux du téesdres lésions
se situent le plus souvent sur le jéjunum etdiiléLe contenu
intestinal est liquidien et de nature hémorragiquenon [18, 55, 57,
59].

* Pour le toxinotype B, la nécrose de la muqueussstimale de l'iléon
provoque la destruction complete des villosités {E4.
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* Dans le toxinotype C, on retrouve une congestioifiaeestin et une
entérite hémorragique ulcératigartout dans la portion du jéjunum et
de l'iléon. Une couleur violacée est visible sus gmrtions voire la
totalité des anses intestinales [46, 37, 57].

* Pour le toxinotype D, les zones de congestion senplus en plus
importantes en regard de l'iléon [57].

* Les lésions du toxinotype E sont semblables aselletoxinotype A,
avec une nécrose hémorragique, une congestiorsentdrdes pétéchies.
Le contenu est muqueux et hémorragique [57]

Cette classification Iésionnelle en fonction d'uoxihotype montre une certaine
homogénéité des lésions rendant difficile une prigation Iésionnelle toxinotypique. En
effet, les lésions caractéristiques telles qu’unirte hémorragique ou séro-hémorragique
avec congestion, un contenu intestinal liquidiemé@mnorragique sont décrites dans chaque
toxinotype

* Aspect microscopigue

Au microscope, on observe une nécrose et une daetrudes villosités intestinales. Les
principales Iésions se situent au niveau de la musgi et de la sous muqueuse [37, 18, 91].

Trois types de nécrose ont été décrits :
* une nécrose au sommet des villosités avec hemeiiragaluminale,

* une nécrose totale de I'épithélium villositaire ayaréservation de I'axe conjonctivo-
vasculaire,

* une nécrose de I'axe conjonctivo-vasculaire me@alat disparition totale de la villosité
[59].

La membrane nécrosée des villosités est souvenrigine d’'une destruction totale de
celles-ci. La nécrose est limitée a la muqueuses alpe I'hémorragie et I'hyperhémie
affectent a la fois la muqueuse et la sous-muquffise4l]. Dans les portions saines, on
observe un afflux important de polynucléaires rephiles, de lymphocytes et de
macrophages [59]. Lamina propriaest partiellement détruite suite a cette fortdtration ;
les capillaires sont dilatés et une grande dedsitéactéries en batonnet, Gram + sont visibles
au niveau des villosités [2]

> Le colon et le caecum

Les portions terminales du tube digestif sont satuvenoins affectées. Une colite
congestive ou hémorragique et une typhlite sonstadées. La musculeuse de ces organes est
infiltrée par des neutrophiles, des macrophagetestlymphocytes [41, 57]. Dans certains
cas, une colite pseudomembraneuse est présentdesheaprins mais cette lésion n'est pas
spécifique [102]Parfois, on observe la présence de nécrose hértpreagt pétéchies sur la
muqueuse du colon et du caecum [57].
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» Larate
La rate est de consistance diminuée. Une spléndimémaec ou sans congestion et des
pétéchies sont quelques fois mises en évidencelfh 41, 61]. Ceci reste trés théorique car

il est difficile d’apprécier une splénomégalie cheg ruminants selon la présence ou non de
splénocontraction au moment de la mort.

> Les reins

* Aspect macroscopique

Les reins apparaissent congestionnés ou hémoreggige consistance diminué mais ils
peuvent dans certains cas ne présenter aucuna [68i034, 41, 74, 25]. L’ictere produit par
I'action hémolytique de la toxine entraine I'accumulation de produits toxiques cosatut a
une néphrite. Des hémorragies et des pétéchiegepeétre observées dans le cortex rénal [57,
80]. Le rein pulpeux, di a la toxireest typique et évocateur d’entérotoxémie chenass
et plus rare chez les bovins. Cette diminution desistance est liée a une dégénérescence
rénale mais selon certains auteurs cette |ésiaat smrrestimée et liée en grande partie a
I'autolyse rapide en quelques heures de I'orgafg].

D’aprés notre étude, nous avons pu constater gubmaution de consistance liée a
l'autolyse est beaucoup moins intense et tresefaciflifférencier de celle liée aux toxines de
I'entérotoxémie [données personnelles du ProfesB&KILLE]. Le rein est entiérement
détruit, trés mou et difficile a couper a l'autagpsl’absence du rein pulpeux n’est pas un
critere d’exclusion de I'entérotoxémie.

* Aspect microscopique

Au niveau microscopique, les lésions des reinsraduisent par une dégénérescence
parenchymateuse [24]. Les observations microscepigmontrent des lésions de péri-
glomérulite subaigué focale en anneau, de nécrese cgllules épithéliales des tubes
contournés proximaux et distaux [59, 40, 41]. Lmite cortex-médulla présente un aspect
hémorragique avec une corticale granuleuse, jalin@lele [40, 59].

> Le foie

Le foie est généralement de consistance friablegestionné, décoloré et des « foyers de
nécrose » sont présents. Dans certains cas, demslésnportantes de dégénérescence
graisseuse sans congestion sont observées, assacie larges zones de dégénérescence
granuleuse voire vacuolaire ainsi qu'une caryolges hépatocytes entourant les veines
centro-lobulaires intervenant dans le drainage wangdes territoires entériques lésés [74, 34,
18, 59].

> Le systeme lymphatigue

Les nceuds lymphatigues mésentériques et médiastirmnt systématiquement
hypertrophiéspedémateux et hémorragiquén constate de larges zones de nécrose sur les
portions corticales et médullaires des gangliong 4259, 41, 91, 40, 24].

57



> La vessie et urine

Trés peu de lésions sont décrites pour cet organe.

Dans quelques cas, la vessie est congestionnéeuaeearine rouge liée a la présence
d’hémoglobine. Chez les ovins atteints d’entéromoieé 'analyse d’urine réveéle la présence
de glucose en grande quantité. Des études surgiesuax ont montré qu’environ la moitié
d’entre eux présentait une forte glucosurie. Lagiy¢nolyse des réserves hépatiques entraine
une élévation du taux de glucose sanguin. L’hym#Ha plus probable est une décharge de
catécholamines suite a un cedeme cérébral duetiafiate la toxines. Une glucosurie élevée
peut étre un indicateur dans le diagnostic desr@iémies,a contrariq une absence de
glucose dans l'urine ne permet en aucun cas dtefean diagnostic d’exclusion [102, 30,
40].

> Le cerveau

* Aspect macroscopique

En général, le cerveau est congestionné voire hrégique. En effet, on trouve des
phénomenes congestifs ou méme hémorragiques soréleisiges. Le cerveau est mou, avec
des sillons peu profonds et des crevasses surtexamerébral [40, 57, 74, 90].

Chez les ovins, la présence de foyers d’encéphddmiraoriente le diagnostic vers une
action de la toxine. Ces foyers sont caractérisés par des Iésionseosgmeétriques [29].
Une nécrose bilatérale et symétrique du parencldumeerveau s’installe, touchant le corpus
striatum, le thalamus et plus rarement le cortexélmleux [29, 13, 42, 102]. Les études
d’'UZAL, par injection intraveineuse de toximaechez des veaux, décrivent aussi des lésions
d’encéphalomalacie symétrique avec I'associatiosyt@ptémes nerveux [101].

* Aspect microscopique

Les toxines agissent indirectement sur le systeemeenx central par 'augmentation de la
perméabilité vasculaire dans le plexus choroideolx®rve une dégénérescence des jonctions
serrées des cellules de I'endothélium vasculaireaslueau, provoquant un gonflement et une
rupture des astrocytes [90, 13]. L'augmentationadperméabilité des capillaires provoque
une perte de substances (eau, protéines plasn&tidioe une augmentation de la pression
intracérébrale. Des oedémes périvasculaires atalliglaires, une transsudation plasmatique
sont observés. En effet, la matiere blanche dwatmas, du cervelet et de la capsule interne
sont atteintes d’cedeme [74, 90].

La toxineg, chez les ovins, est souvent responsable d’cedarnerdeau et d’hémorragies
situés au niveau des méninges et du cervelet.gedecaduit par des espaces intercellulaires et
périvasculaires importants et une dégénératiorceledes de Purkinje [40, 90, 101, 102].

Le tableau suivant synthétise les |ésions les gduactéristiques lors d’entérotoxémie.
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Tableau 5 : Synthése des |ésions caractéristiquesservées a l'autopsie sur les

ruminants morts d’entérotoxémie [45]

Organes cibles

Lésions et observations
caractéristiques d’entérotoxémies

Putréfaction rapide, bon état

CARCASSE d’engraissement, belle conformation, parfois
muqueuses ictériques
CAVITES ABDOMINALE ET Epanchement séro-hémorragique péritongeal
THORACIQUE et péricardique
CAILLETTE Mu,queuse congestionnee, parf0|s
hémorragique voire nécrotique
Muqueuse congestionnée, parfois
INTESTIN GRELE hémorragique voire nécrotique
Contenu intestinal liquide séro-hémorragique

Congestionné, friable, décoloré et

1Y

FOIE hypertrophié
Congestion de la corticale
REIN Pétéchies, hémorragies sous-capsulairg
« reins pulpeux » (ovin)
CEUR Pétéchies, sgffusmns perlc_ardlque,
endocardique, myocardique
POUMON (Edéme, congestion active
GANGLIONS Adénite con,gestlve,_oedemateuse ou
hémorragique
CERVEAU (Edeme, hémorragie, « foyers

d’encéphalomalacie » (ovin)
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Notons l'importance de l'autopsie qui permet d'abse les Iésions caractéristiques
d’entérotoxémie. Néanmoins I'ensemble de ces I&siest pas pathognomonique. Les bases
épidémiologiques, cliniques et lésionnelles peremttessentiellement d’exclure les maladies
intervenant dans le diagnostic différentiel de nsoitite.

Cependant sur le terrain, ce diagnostic d’exclupemmet d’établir une hypothése de forte
suspicion d’entérotoxémie mais elle doit étre aoméie par une analyse de laboratoire.

D.Diagnostic de laboratoire

Les laboratoires disposent de nombreuses technpueseffectuer les analyses sur des
prélévements issus de cas de suspicion d’entémoiexé

Il s’agit de confirmer la suspicion :

e soit par la mise en évidence des toxines dansniéehe intestinale ou les sérosités
exsudées dans les grandes cavités

» soit par la caractérisation du gene déterminaptdduction de I'exotoxine spécifique.
* soit par la technique d’identification et dénombeemnde Clostridium perfringens
dans l'intestin gréle associé ou non a un dénombénémde quelques fractions de la

flore intestinale (coliformes et entérocoques).

La spécificité et la sensibilité varient en fonatides différentes techniques utilisées.

1.La recherche de toxines

La recherche de toxines est réalisée sur le contgestinal, les épanchements séreux, les
tissus lésés ou le surnageant de culture [2]

a.Counter-immuno-electrophorese (CIEP)

> Protocole

La technique est basée sur une réaction immunalegig précipitation entre les toxines
et les anticorps anti-toxines. Les échantillons stisposés dans des puits selon une certaine
disposition. En effet, les toxines, particules géas négativement, sont déposées dans les
puits du coté de la cathode pour migrer vers I'ened les sérums, sans charge, sont déposeés
du coté anode pour migrer vers la cathode. Aprégassage en chambre d’électrophorese, a
une intensité de 12mA pendant 30 minutes, des digie précipités apparaissent apres
révélation avec de l'acide tannique a 2%. Le tdraspt possible et s’effectue par la
détermination de la derniere dilution entrainaapparition d’'un précipité [48].
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Figure 7 : Résultats de counter-immuno-électrophorge pour un échantillon contenant
des toxines deC. perfringens(a) et un échantillon témoin néqgatif (b) [48]

a : les précipités sont obtenus avec C.perfringartérotoxine et des sérums spécifiques d’'anti-etdgine.
Les puits sont associés par paire, ceux du hauiiemmment une quantité décroissante d’entérotoxiedad
gauche vers la droite, ceux du bas contiennentquaetité similaire de sérum. La cathode est en kaut
'anode en bas de la figue.

b : pas de précipité donc absence de I'entérotoreues I'échantillon

» Avantages

Cette méthode permet de détecter la présencerdért¢oxine au-dela de 0.2 pg/mL. Elle
est plus sensible que d’autres techniques utilipées la détection de I'entérotoxine comme
le test intradermique (3,8 pg/mL) ou la diffusiom gélose (3 pg/mL) mais moins sensible
gue les tests récents comme le test ELISA. Cetthadé est rapide, on obtient le résultat au
bout de 30 minutes. La facilité de lecture desltatsy présence ou non de précipités, permet
d’effectuer le titrage de la toxine. Elle possede excellente spécificité et sensibilité pour la
recherche de I'entérotoxine [48].

> Inconvénients

Cette méthode n’a été expérimentée que sur languhee I'entérotoxine, réduisant ainsi
son champ d'utilisation.
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b.Test intradermique

> Protocole

Cette méthode biologique repose sur I'activité ogante des toxines sur la peau des porcs
de Guinée ou des cobayes.

C’est l'activité érythémateuse qui est exploitéa.tbxine est injectée a raison de 0,05 mL
par voie intradermique. La lecture est faite 18rbswapres par la mesure du diametre de la
réaction : Unité Erythémateuse (U.E.) corresponde&réaction de 8 mm. La correspondance
de l'unité érythémateuse par rapport a la quamtgéoxine est de 3,41 UE pour 1 pug de
toxine. On peut modifier 'expérience en additioninde la trypsine qui posséde une activité
activatrice (toxine eti) ou inhibitrice (toxine eta) selon la toxine [5, 94, 103].

» Avantages

La réalisation de cette méthode par injection ddrenique est facile. L'altération cutanée
est facilement détectable visuellement et le raselt obtenu tres rapidement par une simple
mesure.

> Inconvénients

Cette méthode est peu sensible et peu spécifiqualéltection peut s’effectuer a partir
d’un seuil de 0,19 pg de toxine soit 3,8 pg/mL.dDes, on ne peut pas détecter I'entérotoxine
car celle-ci ne possede pas d’activité nécrosante.

Elle s'utilise sur des animaux vivants ce qui citnstun inconvénient éthique.

Les toxines possédant des facteurs létaux peuverdimer la mort de I'animal avant
'apparition des symptdémes cutanés caractéristiffed4, 103].

c.La séroneutralisation sur souris

Cette technique biologique repose sur l'effet Iédak toxines bactériennes. C’est la
méthode de référence utilisée pour le toxinotypage.

» Protocole

Elle correspond a la neutralisation spécifique detivité létale des toxines a l'aide
d’antisérums sur des souris vivantes. Cette métloasiste en l'injection d’aliquotes de
filtrats de culture deC. perfringens,issus des prélévements, soit directement, soit
préalablement neutralisé par I'antisérum spécifique

Dans un premier temps, on inocule 0,2 mL du filpat voie intraveineuse sur les souris.
La mort de la souris, dans un délai de 30 minuté®ia heures, signale la présence d'une
toxine létale. Son identification est obtenue entradisant les filtrats avec les sérums anti-
types et en inoculant un volume de 0,3 mL de calpar voie intraveineuse. Si la souris reste
vivante aprés la neutralisation par les antisératoss nous pouvons identifier les toxines
présentes dans le prélevement. Des essais orftettiés par injection intra-péritonéale mais
celle-ci nécessite plusieurs injections afin d'olteine quantité suffisante de toxine pour le
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méme résultat [5, 42].

» _Avantages

La séroneutralisation permet d'identifier 'ensembiles toxines présentes dans le
prélevement. Cette technique était trés utilisaeg géterminer la présence et I'importance des
différents toxinotypes d€. perfringensglans cette maladie.

> Inconvénients

Cette méthode manque de sensibilité et spécificaésensibilité est faible ; la dose |étale
minimale est de 3 pg de toxifl2 ce qui est moindre par rapport a d’autres techasq
utilisées. La faible sensibilité s’explique parxigtence de résistance a I'effet Iétal des toxines
pour certaines souris, augmentant le nombre derfagatifs [31,66].

Cette technique reste discutable sur le plan é&haar elle utilise de nombreuses souris
vivantes.

Les antisérums spécifiques utilisés sont difficilese procurer et extrémement chers.
L’absence d’antisérums entérotoxine ne permet pasmeéttre en évidence l'action de
I'entérotoxine (CPE) par cet outil diagnostic [$4,

d.Méthode du test d’agglutination reverse passive

» Protocole

Des billes de latex sont sensibilisées par I'i@ttizn d’'un sérum purifié a partir de lapins
ou moutons immunisés contre les exotoxines Gle perfringens Elles sont enduites
d’anticorps spécifiques de la toxine a rechercBasuite les particules de latex sont déposées
en présence du prélévement sur des plaques detitnétion. Le témoin négatif est représenté
par des particules sensibilisées avec des animauxmmunisés.

Pour obtenir une quantification des toxines, ofisatidifférentes dilutions des filtrats de
cultures. lls sont déposés dans des puits avepdeiules de latex. La lecture consiste a
détecter une agglutination pour les différentestidihs réalisées. Le test est considéré comme
positif lorsque une agglutination s’effectue daesdnd du puit et négatif si celle-ci n’est
présente [44].

» Avantages

Ce test est tres sensible avec une détection aigitoxine pour un seuil de 2 ng/mL de
cultures bactériennes et une bonne spécificité [4t}ésultat est obtenu au bout de 24 heures.
Des études montent que la sensibilité est de 96.6t 9a spécificité de 95.2 % pour la
détection de la toxine. Son utilisation nécessite peu de réactifs et dtériel peu colteux
[64].

L'un des avantages est l'obtention du résultat pae simple lecture visuelle ne
nécessitant pas l'utilisation d’appareil (commepectrophotometre pour la méthode ELISA).
Le test d’agglutination au latex permet d’avoir undication simple de la présence de la
toxine [64].
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> Inconvénients

La sensibilité et la spécificité restent plus fagfjue le test ELISA. Il existe des réactions
croisées avec les antigenes de toxines provenaatrds espéces de clostridies, diminuant la
spécificité de cette méthode [64].

e.Méthode utilisant un essai de cellules Vero

Il s’agit d’'une méthode semi-quantitative consist@ar'interprétation de la mortalité des
cellules Vero (cellules de reins de singes) indugar les toxines [6].

» Protocole

On utilise une microplaque avec des puits dansukisgon dépose les dilutions du
prélevement et on ajoute les cellules Vero. La opilarque est incubée a 37°C pendant la nuit.
Les résultats sont attribués visuellement sous dodm score (4, 3, 2, 1 ou 0) correspondant
respectivement au degré de cytotoxicité (mort @dlsiles Vero) respectif (100%, 75%, 50%,
25% et 0%). On considere que le seuil minimal detoyicité correspond a un score de 2 ou
3.

» Avantages

Ce test est peu colteux et on obtient le résufig#sa24 heures. Cette méthode a une
sensibilité variable en fonction des toxines. Lasdglité de détection de I'entérotoxine peut
étre eétablie au-dela d'un seuil de 40 ng/mL de hiatillon. Pour la toxineB2, la
concentration minimale a partir de laquelle on olesdes effets cytotoxiques sur les cellules
Vero se situe a 0,2 pg/mL [31].

> Inconvénients

Cette technique de laboratoire n’est pas reprodectSi le test est répété avec le méme
échantillon, le titre de cytotoxicité peut changeet échantillon positif la premiére fois peut
devenir négatif la seconde fois. En effet, I'un desblémes majeurs réside dans
linterprétation des résultats. La lecture est jattive entrainant des variations de résultats en
fonction des opérateurs. La possibilité d’obtemis faux négatifs ou des faux positifs diminue
réciproguement la sensibilité et la spécificité.
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f.ELISA

Le test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assagj ane technique immuno-
enzymatique permettant de rechercher les antianrpss antigénes (toxines) dans un substrat
choisi.

> Protocole

Les solutions, issues des prélévements, sont iépar des microplaques composées de
puits. Les éléments du test se fixent les uns dpgesutres sur ce support apres plusieurs
étapes d’'incubation. On prépare une gamme de ahsitiiu prélevement contenant ou non la
toxine recherchée a l'aide d'une solution tamporSRBhosphate buffer saline : solution
saline a pH physiologique). Des lavages avec du-PB&en (le Tween20® est un détergeant
qui va améliorer l'efficacité de ceux-ci) sont iéat entre chaque étape pour éliminer les
éléments non fixées. La technique ELISA est dirpatela recherche de la toxine, on parle de
« systeme en sandwich ou double sandwich ».

Dans cette technique, on adsorbe une grande quatitihticorps monoclonaux dans
chaque puit de facon a permettre la fixation dexegwau fond des puits de microtitration. Cet
anticorps est appelé anticorps de capture. Apm@sbation, on rince pour éliminer ceux en
exces. On ajoute I'échantillon contenant l'antigém& se complexera et se fixera sur
'anticorps de capture. Aprés incubation, les psitgat vidés par retournement et rincés par
ajout d’'une solution de PBS-tween (phosphate bedfesaline) d’une quantité de 200 pL par
puit. On ajoute des anticorps (polyclonaux) recéssant un ou des épitopes de la toxine. Ce
second est nommé anticorps de détection. On effedas nouveaux une incubation et
plusieurs ringcages comme décrits précédemment.a@@torps pourra étre quantifier lui-
méme avec un traceur ou par un anticorps anti-lgdétection conjugué a une enzyme
(péroxydase). On incube avec une solution révétatde TMB (tétra méthyl benzidine),
contenant le substrat de I'enzyme. La réactiorstegipée en ajoutant du N6, (50 pL par
puit) et la plaque est mesurée au spectrophotontgitia réaction est positive (présence de la
toxine recherchée), le substrat est dégradé etcotwation apparait. L'intensité de la
coloration est proportionnelle a la quantité d’eneyprésent donc a la concentration de
toxines recherchées. Les anticorps anti-lg soqtadibles dans le commerce, cela facilite le
travail de l'expérimentateur car le marquage esté wpération délicate a réaliser en
laboratoire. On parle de technique sandwich cartif@ne est compris entre I'anticorps de
capture et de détection [28, 37, 38, 36, 49].
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Figure 8 : Schéma de la méthode ELISA simple et dble « sandwidch » dans la
recherche des toxines d€. perfringens(Unité Pédagogigue de Microbiologie)
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» Avantages

Cette technique est trés utilisée car elle présengeexcellente sensibilité et spécificité
pour I'ensemble des toxines. Le résultat est obtapidement (8 heures). Le seuil de
détection des toxingset1 est de 1ng/mL pour une culture pure ou des prépasapurifiees
et de 0.1 ng/mL pour la toxineg[49]. La toxinea peut étre décelée pour des valeurs seuils de
0,005 pg par mL d’aliment cuit, de 1 a 8 ng par de.culture pure et de 25 ng/mL de
contenu intestinal d’animal infecté [51, 52, 90buP la toxineg, les seuils de détection sont
de 2 ng/mL de prélevement purifie, de 0.1 ng/mlicdkure pure et de 4-8 ng/mL de contenu
intestinal d’animal infecté [90, 50, 99]. Cette hade permet de détecter I'entérotoxine avec
une sensibilité de 2-4 ng/mL de prélevement desfégle

Des études montrent que la sensibilité et la sp#ééifsont respectivement de 90,5% et
89,2% pour la toxing} et de 97,4% et 94,6% pour la toxing23]. Pour I'ensemble des
toxines deC. perfringenselles se situent entre 90 et 100% en comparaigeraatres tests
comme la neutralisation de la souris dont les valsant plus faibles [90]

> Inconvénients

La sensibilité et la spécificité sont assez vaegat#n fonction de I'anticorps utilisé. Des
faux positifs peuvent étre présents en raison dsiples réactions croisées avec les antigenes
de toxines produits par d’autres especes de adasrLa spécificité du test s’en trouve alors
diminuée.
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Les inconvénients majeurs de cette méthode sardrsplexité et le colt du matériel aussi
bien dans la préparation que dans la lecture destaés (utilisation d’'un spectrophotomeétre)
[64].

La méthode de recherche des toxines est treseatipsur identifier les toxines présentes
dans un prélévement intestinal (test ELISA, tesagdlutination reverse passive). La
sensibilité et la spécificité de ces méthodes garnables. Pour la méthode ELISA, elles sont
excellentes. Cependant, la précision du diagngsticdétection des toxines n’est pas toujours
suffisante. Certaines toxines sont labiles et dégga rapidement aprés la mort du ruminant,
tandis que d’autres sont produites et activées l@@mmémes circonstances. En effet, la toxine
¢ peut étre produite post-mortem dans l'intestin deisnaux expliquant sa découverte chez
des animaux sains [90, 101]. En ce qui concermnexiae, elle est tres sensible a I'action de
la trypsine et peut étre détruite en quelques Iseapees sa synthese dans I'organisme [50].
Lors d’entérotoxémie, plusieurs toxines clostridies sont synthétisées et responsables de la
mort subite de I'animal ; ceci nécessite la redherde la totalité des toxines au sein d’'un
échantillon augmentant le co(t global de I'analysediagnostic peut étre erroné si I'on ne
met pas en relation les résultats avec d’autrea@emeépidémiologiques et nécropsiques
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Tableau 6 : Synthése des avantages et inconvéniedés méthodes de recherche des

toxines deC. perfringens

METHODES DE
LABORAOIRE

AVANTAGES

INCONVENIENTS

SEUIL DE
DETECTION
DES TOXINES

Test intradermique

Facile de réalisation
Lecture facile (mesure
réaction cutanée)

Sensibilité et spécificité
faible

Utilisation de souris
Pas de détection de
I'entérotoxine

3,8 pg/ml pour
chaque toxine

Séroneutralisation des
souris

Lecture du résultat facile
(mort)

5 Utilisation pour les
toxinotypages

Sensibilité et spécificité
faible

Utilisation de nombreuses
ne souris

Pas de détection de
I'entérotoxine

3 pg/ml pour2

Counter-immuno
électrophorése

Rapide

Lecture facile des résultats

(précipité)

Bonne sensibilité et
spécificité pour
I'entérotoxine

D

Limitée a I'entérotoxine

0,2 pg/ml
d’entérotoxine

Méthode sur cellule
Vero

Rapide, peu colteuse

Lecture trop subjective
Sensibilité et spécificité
variable

40 ng/ml
d’entérotoxine
0,2 pug/ml de toxine

B2

Test d’agglutination
reverse passive

Bonne sensibilité et
spécificité

Lecture du résultat facile
mais subjective

Réaction croisée diminuar
la spécificité

t2 ng/ml
d’entérotoxine

ELISA

Excellente sensibilité et
spécificité pour toutes les
toxines, rapide

Pas de subjectivité du
résultat

Cheére, réalisation
complexe

2-4 ng/ml de toxing
et

4-8 ng/ml de toxine
25 ng/ml de toxine:
4 ng/ml
d’entérotoxine
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» Protocole

La méthode PCR (Polymerase Chain Reaction) estammgification sélective d’une
séquence d’ADN double brin & partir d’'un couplenaaices olygonucléotidiques s’hybridant
de part et d’autre de cette séquence. Le but eséalser une succession de réactions de
réplication d’'une matrice double brin d’ADN. Cettaéthode implique I'utilisation de
séquences connues des génes des toxines [44]etlesrches sur les amorces spécifiques
d’ADN pour les différents génes codant pour lesines se sont développées durant ces
dernieres années. La méthode PCR permet la détetsi toxines dans les prélévements de
feces ou de culture [42].

On prépare un milieu réactionnel contenant desmegy( Taq ploymérase), du MgCdiu
Tris-HCI, du KCI, des amorces oligonucléotidiqudses dNTPs et de I’ADN cible [32, 44].
Un cycle de PCR se déroule en 3 étapes : dénatur@0 s a 94°C), hybridation des amorces
(30 s a température variable) et élongation de NAdible a 72°C.

Figure 9 : Schéma de la méthode PCR (Unité pédagage de Génétigue Moléculaire)
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Figure 10 : Exemples de quelgues amorces de toxindsC. perfringensutilisées pour la
technigue PCR [44]

T Primer §1
10 20 10 20
_ | | I |
CTACTACTCA TACTGTGGGA ACTTCG AACTTAACTG GATTTATGTC TTCA
Total number of bases is : 26. - Total number of bases is : 24.
DNA sequence composition : 6A, 7C, 5G, 8T, DNA sequence composition : 7A, 4C, 3G, 10T,
Sequence name : EPSILON 443 Sequence name: beta 1
Primer s Primer 82
10 2o|a . *? 2?
!
GGAGTCTTTC TATTAAGGCA CCAGGA ATAGTAGAAA AATCAGGTTG GACA
Total number of bases is : 26. Total number of bases is : 24.
DNA sequence composition : 7TA, 5C, 7G, 7T, DNA sequence compositioni : 11A, 2C, 6G, 3T,

Sequence name : EPSILON 953 Sequence name: beta 2

Primer ol Primer entl
10 20 lll) 2?
{ I
AAGTTACCTT TGCTGCATAA TCCC CAAGCATCTG TAGAATATGG ATTIGG
Total number of bases is ; 24. Total number of bases is : 26.
DNA sequence composition : 64, 7C, 3G, 8T, DNA sequence composition : 8A, 3C, 7G, 8T,
Se_quenc_e. name : PL3 Sequence name : ENTERO 418
Primer o2 Primer ent?
1 ? 2? 10 2v|9
|
ATAGATACTC CATATCATCC TGCT GTCCAAGGGT ATGAGTTAGA AGAACG
Total number of bases is: 24. Total number of bases is : 26.
DNA sequence composition : 7TA, 7C, 2G, 8T, DNA sequence composition : 94, 3C, 9G, 5T,
Sequence name : PL7 Sequence name : ENTERO 808
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La température lors de I'étape d’hybridation egtalde selon les génes : 46°C pour les
genescpa, etxetiap, 39°C pour le géneph, 48°C pour le genepb2 52°C pour le genepe
[45]. Les amorces utilisées sont sélectionnéetasoase du codage des genes des toxings
¢ et1. Ces amorces de synthése sont constituées d'upersee géenéralement de 18 a 30
nucléotides.

En vue d’'un résultat, on pratique une électropr®&8 V.crif en comparant un marqueur
de poids moléculaire a chaque milieu réactionnétermu par PCR, placés sur un gel
d’agarose a 2 %. On peut par cette méthode effeaneeamplification d’'un simple fragment
du géne de la toxine ou une amplification simuleadé plusieurs fragments de différents
genes de toxines (2 ou 3, duplex ou triplex). Laleselifféerence se situe dans la quantité
d’amorces utilisée, 3 pL de chaque amorce pour wrlegt et 2uL pour un triplex. Le
protocole reste néanmoins le méme pour chaqueierpér[44].

» Avantages

In vitro, la sensibilité et la spécificité s’avérent exeetes et supérieures a celles des
meéthodes classiques [44].

La PCR est praticable directement sur les premigukgres de colonies de bactéries. Elle
permet de détecter la présence de genes instabfagieu de culture, comme les geropb 1
etcpb 2 Ces geénes seraient perdus lors de techniquesglujaks.

La PCR permet d’analyser trés rapidement, au samé&chantillon, un grand nombre de
souches de bactéries. On aboutit a un diagnosticed#ude concernant la présence des
différents types de clostridie€ette méthode est tres fiable et rapide, on peténabun
résultat en quelques heures (environ 4 heuresBRI%K6].

Elle est trés utilisée pour déterminer la capadgifén prélevement a produire
I'entérotoxine (CPE). Elle permet d’avoir un réatirapide pour I'entérotoxine sans avoir

besoin de faire sporuler les souchesvitro, qui reste difficile a effectuer, permettant de
réduire et d’éliminer le nombre de faux négatif§, [80].

La PCR est utilisée pour améliorer la prophylaxiédiale. Les protocoles vaccinaux
utilisent des vaccins dont les valences sont sdupeoches, voire identiques (voir IV
Prophylaxie). La connaissance des différents taypes peut permettre d’utiliser les vaccins
adapter aux cas présents sur le terrain. Par ererdpk études montrent la découverte
frequente du genepb2codant pour la toxinf2 dans les cas d’entérotoxémies chez les ovins
et caprins. Cette découverte peut inciter les tleens a développer un vaccin incluant
I'antitoxine B2 dans la prévention de la maladie [34].

> Inconvénients

L’inconvénient majeur de cette méthode reste sait ¢t@s élevée. La sensibilité est
diminuée lorsque I'on utilise des prélevementsab®$ ou de contenu intestinal plutdt que des
cultures pures [44, 66].

Par cette méthode, la détection du gene codanttaleses permet d’affirmer avec
certitude la présence de I'agent pathogene dadsdidillon. Cependant, un géne codant peut
étre «silencieux » comme le gene de l'entérotoxaissocié au gene c'est-a-dire ne
s’exprimant pas au sein de I'organisme. Sa présaacin d’'un prélévement ne signifie pas
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forcément I'expression de la toxine.

La méthode de recherche des génes codants par BICR plus récente. Elle a été
développée parallelement aux avancées de la réehgemotypique. Cette technique s’avere
tres utile dans les investigations épidémiologigded’entérotoxémie. Elles contribuent a la
mise en place de protocoles vaccinaux adaptésreinteCependant, la présence du gene
codant pour une toxine ne permet pas de conclurenadiagnostic de certitude
d’entérotoxémie. Le gene codant pour la toxine péue silencieux c'est-a-dire sans
fabrication de la toxine [7]. De plus, la méthodéRP étant trop onéreuse, elle reste peu
utilisable en méthode courante de diagnostic dfetagémie des ruminants

Tableau 7 : Bilan de la méthode PCR dans le diagntis de laboratoire de
I'entérotoxémie

METHODE DE

LABORAOIRE AVANTAGES INCONVENIENTS

Rapide, bonne sensibilité eChere, diminution de Ila
spécificité pour toutes lessensibilité pour prélevement de
toxines, apport en prophylaxjecontenu intestinal, gene
médicale «silencieux »

PCR
(polymerase
chain reaction)

3.La recherche de bactéries

a.La chromatographie

La chromatographie en phase gazeuse permet ddatdescacides gras volatils élaborés
par les clostridies. Ces acides gras sont issud’adtivité lipidolytique de celles-ci.
Clostridium perfringengroduit de I'acide-acétique et de I'acide butyaqu

La chromatographie en deux phases gaz-liquide kst précise. Elle se base sur
I'identification des lipases actives sur un sulisli@dique connu (glycérol butyrate). Les
deux enzymes spécifiques Géostridium perfringensont une phospholipase et une estérase
non diffusible [5]

Cette méthode permet de déterminer uniquementdéesprésente dans le prélevement.

La quantité de substances isolées n'est pas propodle a la quantité de clostridies
présentes dans le prélevement.

b.Immunofluorecence directe

L'immunofluorescence directe permet d’identifi€lostridium perfringensau sein de la
flore anaérobie d’'un prélevement. Elle permet ditdeer jusqu’a 220 germes/mL mais il faut
disposer des sérums spécifiques. Ces sérums stitdrés a partir de lapins. Les anticorps
purifiés sont marqués par liso-thiocyanate de riscéine permettant la lecture au
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microscope par visualisation d’'une fluorescencengeaimportante pour les prélévements
contenanClostridium perfringens

Cette méthode est facile, rapide (30 minutes).dcaure du résultat par fluorescence est

subjective diminuant la sensibilité et la spédiéaile cette méthode. Son réle se limite a la
I'identification deClostridium perfringens

c.L’'examen bactériologique

> Les prélevements

D’aprés POPOFF, les prélevements doivent étre teffscsur un cadavre récent c'est-a-
dire quelques heures aprés la mort pour évitgrdéifération des clostridies post-mortem
[74]. Dans notre étude expérimentale, les prélevemaritet@ réalisés dans les 24 heures
post-mortem ce qui pourrait diminuer la spécifidi& notre test en augmentant le nombre de
faux-positifs. Les prélevements conseillés sontporion d’intestin avec son contenu, ou le
liquide des épanchements séro-hémorragiques dangdades cavités, ou alors un organe
tels que le foie, les reins. Néanmoins, le prélex@nde choix reste la portion d’'intestin gréle
avec son contenu [14, 41, 102].

Le conditionnement du prélevement peut s’effectdans du chloroforme a 0.5 %,
permettant a I'échantillon de conserver toute s&ite entre 48 heures et 4 jours. Néanmoins
cette technique comporte certains inconvénienésdolsage du chloroforme doit étre précis
car l'utilisation de fortes concentrations induiteuforte toxicité chez la souris, entrainant une
inefficacité de la technique de séroneutralisati@?].

POPOFF conseille de collecter les prélevements damsilieu de transport pour culture
anaeérobie ou dans un tube rempli entierement efahimau maximum les bulles d’air [75].
Pour notre étude, le prélevement est effectué esiiadses ligaturées d’intestin gréle aux deux
extrémités avec son contenu. D’aprés PHILIPPEABllde dénombrement dge. perfringens
est significatif seulement si les échantillons sonhservés a +4°C pendant une durée
maximale de 24 heures [70, 71]. L'une des analgsesotre étude expérimentale sera basée
sur des préléevements conservés pendant 4 jours°@ afin de contréler ce délai de
conservation.

L’examen bactériologique consiste en [lisolementdehtification des bactéries
dominantes et le dénombrement de celles-ci pow@bpinterpréter les résultats [18, 75]

> L'isolement et l'identification des bactéries
intestinales

L’examen direct des bactéries s’effectue par uneratton de Gram sur contenu intestinal.
L’isolement deClostridium perfringensloit étre effectué avec rapidité et précautiomagson
de la multiplication rapide des bactéries cheznimal mort [90].

L’isolement et I'identification peuvent s’effectuan’aide de différents milieux de culture.
Les milieux de cultures utilisés pour identif€r perfringensdoivent avoir des criteres de
différentiation.

EL SANOUSI et ABDEL SALAM ont décrit des protocoless au point pour l'isolement
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et l'identification des différentes souches@eperfringens Ce test est fondé sur la présence
ou l'absence, d’'une enzyme, la lécithinase, suénfiblyse synergique avec la toxine de
Streptococcusdu groupe B et linhibition de ces souches en présedes antisérums
appropriés et leur réaction en milieu « lactosétgee, nitrate et mobilité » accompagné de la
fermentation de certains sucres. Ce protocole perdiavoir un isolement et une
identification deC. perfringenstrés fiable. Néanmoins, le protocole doit étreligoge de
facon rigoureuse afin d’'isoler ce germe au seim gitélevement. Il semble fastidieux pour un
laboratoire d’effectuer la totalité des tests néages pour aboutir a l'identification de.
perfringenspar ce protocole [1].

L’isolement est délicat lorsque le prélevementpedymicrobien (contenu intestinal). Il ne
pourra s’effectuer gu’en employant des milieux cifie et des méthodes d’ensemencement
en surface ou en masse. Il est conseillé de cegénifle milieu pour permettre la séparation
des bactéries et des différentes particules préselains I'enceinte [103].

La culture sur gélose au sang est tres utilisée. fidut se faire sur gélose au sang ou
gélose Columbia a 5% de sang de mouton additiodaésyclosérine en chambre anaérobie
sous une atmosphére controlée (90 % d’azote, 5%ildgrogene et 5% de dioxyde de
carbone) en 24-48 heures. On observe autour desiesldeC. perfringensun halo clair de
lyse complete et de diametre assez faible [2, 86]. 1

Le milieu de Willis composé de lactose, de jaureeuf, de lait écrémé, de rouge neutre et
de néomycine permet de déceler par virage du roaygre la présence delostridium
perfringens En effet, elle est la seule bactérie anaérobssdmant une |écithinase et une
lactase.

Dans notre partie expérimentale, nous avons utidisgilieu Tryptone Sulfite Néomycine
pour l'isolement des clostridies. Ce milieu de wrdt sera détaillé plus précisément dans la
deuxiéme partie.

L’isolement et I'identification, des clostridiesrkales prélevements, ne sont pas suffisants
pour établir de fagon formelle un diagnostic d'eotéxémie, il est nécessaire d’effectuer un
dénombrement des clostridies.

> Le dénombrement des fractions bactériennes
sur contenu intestinal

Pour POPOFF, la mesure d’une concentration enriclizst supérieur a fainités formant
colonies par millilitre (UFC/mL) de contenu intestl permet de poser un diagnostic
d’entérotoxémie [74]. Pour PHILIPPEAU et all, ilutaque le prélevement soit prélevé dans
un délai inférieur & 15 heures post-mortem poumge’ concentration supérieure a’ 10
UFC/mL soit significative d’'une entérotoxémie. Eifeg selon ces auteurs, chez un animal
sain, la population de clostridies atteint un seleil1l¢ UFC par millilitre, aprés 15 heures
post-mortem, dans des conditions de conservatiempérature ambiante [70].

Lors de suspicion d’entérotoxémie, il est possitddfectuer, parallelement a la recherche
de clostridies, un dénombrement des coliformes,etédrocoques et de la flore totale aéro-
anaeérobie (protocole utilisé dans notre partie exntale). Il est important de mettre en
relation les valeurs d@.perfringensa celles de quelques populations bactériennestimaes
pour effectuer un contréle de qualité du préleverf@si.
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La réalisation de cette méthode est facile et péiecise. La sensibilité et la spécificité de
cette méthode sont trés discutées. En effet, lai dé&htre la mort de l'animal et le
dénombrement deClostridium perfringensdu prélévement mais aussi la durée de
conditionnement du préléevement influenceraientéssiltats obtenus. Selon certains auteurs,
ces critéres induisent de faux positifs et négatifsinuant la spécificité et la sensibilité du
test. Nous avons essayé dans notre étude expéaimetié répondre en partie a ces
interrogations.

V. PROPHYLAXIES

Avant de présenter la partie expérimentale, il embcessaire de détailler brievement les
moyens disponibles pour pallier a cette maladisqoe le diagnostic de certitude est établi
sur un ou des ruminants dans un élevage.

L’alimentation joue un réle important dans les eotigéxémies. Il faut améliorer
I'alimentation et les techniques d’élevage lorsdas cas d’entérotoxémies sont diagnostiquées
dans un troupeau.

L’éleveur doit éviter les changements alimentalvassques (au sevrage ou a la mise a
'herbe au printemps), la suralimentation consétwune ration avec des proportions en
matieres cellulosiques trop faible par rapport &amxx de matiéres azotés et glucidiques
rapidement fermentescibles. Les changements brsstjaémentation doivent étre modifiés
en faveur de transitions plus progressives poungtre I'adaptation de la flore intestinale a
la nouvelle ration. L'apport de foin peut contribuge rééquilibrer ces rations. En ce qui
concerne les ruminants en ration d’engraissemet,homogéneéisation des lots peut limiter
les phénoménes de dominance, diminuant les risgimstérotoxémie chez les sujets
dominants ingérant une quantité supérieure d’aliejéa, 43].

La notion d’aliments lests est a prendre en comigtee ration riche en foin donc en
cellulose constitue l'aliment de lests par excaéerpour les ruminants. Elle assure la
réplétion des organes digestifs pour un faible @pg® matiere prévenant I'atonie digestive.
L’apport de fibres de cellulose stimule la motecitigestive en particulier la rumination et la
salivation servant de milieu tampon [17]

Néanmoins il semble difficile dans les conduiteglel/ages intensives de restreindre

l'alimentation nécessaire pour optimiser la product Les conseils sont difficiles a mettre en
place car ils vont a I'encontre des objectifs dedprction de I'éleveur.
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Le traitement des entérotoxémies est souvent aaeffi et illusoire en raison de la rapidité
et de la gravité de I'infection.

a.L'antibiothérapie

L'utilisation des antibiotiques est nécessaire plmiter la prolifération des clostridies
intestinaux. Les clostridies sont sensibles a tessantibiotiques sauf aux aminosides. On
utilise en générale leg-lactamines ou les céphalosporines par voie or@lestridium
perfringensa développé des phénomenes de résistances aesrfamilles d’antibiotiques
comme les tétracyclines, le groupe des érythroneyeinlyncomycine et le chloramphénicol,
nécessitant une utilisation raisonnée de l'antif@adpie [74, 88, 90].

b.La sérothérapie

Elle consiste en l'administration de sérums (sérunmsnologues ou hétérologues
monovalent ou polyvalent). Les sérums contiennestahticorps qui neutralisent les toxines
circulantes cependant ils n'agissent pas sur beimde présentes sur les organes cibles. Son
intérét a titre curatif est limité. La protectioord de I'administration de sérums s’installent
rapidement et durent de 2 a 4 semaines. Cette d@theut étre utilisée en cas d'urgence
mais le codt éleve et la difficulté a se fournirsémums diminuent son utilisation [74].

c.La vaccination

La vaccination est utilisée lors de cas déclaréatdrotoxémie. Elle consiste a stimuler la
protection immunitaire. La réponse immunitaire pastcinale est variable selon les especes.
La protection est moindre chez I'espece caprinergaport a I'espéce ovine pour un méme
vaccin [35]. En effet, THOMSON et BATTY, en 195&tienent qu'un taux supérieur a 0,1
unité d’antitoxine est suffisant pour avoir une berprotection vaccinale cependant pour les
caprins, il faut 2 a 3 injections pour atteindretaaex de protection. Elle est a I'origine de la
production d’anticorps de type IgG et IgM [74, 89].

Les vaccins sont constitués de plusieurs anatoxiiess-a-dire des toxines inactivées par
la chaleur ou I'adjonction de produits chimiquestten gardant leur pouvoir immunogene.
De nos jours, la plupart des vaccins sont polyvalate 2 a 8 valences. lls présentent
'avantage de protéger I'animal contre les difféesnclostridies toxinogenes. Les vaccins
utilisés sont aussi protecteurs contre les toxde§. septicum, C. oedematiens, C. novyiC.
tetani, C. chauvodir5, 46, 95].

Le protocole vaccinal estidentique dun type deccwa a lautre; une
primovaccination est réalisée par deux injectior3sdasemaines d’intervalles, puis un rappel
annuel est nécessaire.

Les femelles gestantes sont vaccinées 2 a 6 sesnava@t la mise bas. Cette protection
est efficace pour le nouveau-né lors de la priseatiostrum.

Les jeunes issus de meres vaccinées ont une pesmjéction a la huitieme semaine, a la
différence de ceux issus de meres non vaccinéesslaoraccination a lieu a la deuxiéeme
semaine [18, 75].

76



On considére qu’'une bonne protection immunitaire éablie chez les caprins si le
protocole vaccinal prévoit un rappel tous les 4ajp02, 74, 89].

La vaccination met en place une immunité a sewlaGignifie que la maladie pourra se
développer si les toxines produites sont supérsegre quantité aux anticorps produits. La
vaccination peut s'avérer insuffisante lors d’eotéxémie. En effet, les vaccins
commercialisés ne prennent pas en compte les ®fthet I'entérotoxine (CPE), ce qui pose
probléme pour la toxing2, qui est impliquée dans de nombreux cas d’erukéobies
bovines [62, 18, 95].
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Tableau 8 : Récapitulatif des principaux vaccins ammercialisés pour la prophylaxie

sanitaire des entérotoxemies (Dictionnaire des Méchments Vétérinaires 2005)

, o . L Protocole
Vaccins ND Propriétes Composition Indications _
vaccinal
Inactivé, formolé et Antitoxines :p de Ovins, caprins et lapins, Primovaccination :
adjuvé, composé de Clostridium perfringens| prévention des toxi- en milieu sain : 2
souches sélectionnées | type C,c deC. infections dues aux injections a 21 jours
pour leur haut pouvoir | perfringenstype D, de | anaérobies les plus d'intervalle,
immunogene et C. novyiB, deC. fréquents en particulier, en milieu contaminé : 2
d'antitoxines purifiées et septicumdeC. tetani prévention de injections a 48 heures
concentrées Anaculture I'entérotoxémie de I'agneay d'intervalle.
SERANAMIX® d'Escherichia colB41 | de 100 jours,

(CEVA santé animale

K99

prévention du tétanos,
colibacillose néonatale du
jeune en relation avec

I'antigéne d'adhérence K99.

Rappel :
annuel en milieu sain,

tous les 6 mois en miliey
contaminé.

Animaux en gestation :
la Z injection doit étre
faite 1 mois avant la
mise bas

COGLAMUNE
®

(CEVA santé animale)

Inactivé adjuve utilisé
pour 'immunisation
contre les toxi-
infections &Clostridium
perfringens

Antitoxinea, B ete de
Clostridium perfringens

Bovins, ovins, caprins,
porcins et lapins :
prévebtion des clostridiose
a Clostridium perfringens
detype A, B,CetD

b

COGLAVAX ®

(CEVA santé animale

Lutte contre les toxi-
infections a clostridies

Antitoxines de
Clostridium perfringens
a, B ete, deC. septicum,
deC. oedematiens (ou
novyi),deC. tetaniet
d’anaculture d&.
chauvoei

Bovins, ovins, caprins et
lapins : prévention des
entérotoxémies, de I'oedém
malin de la caillette, de
I'hépatite infectieuse
nécrosante, du tétanos et
des gangrenes gazeuses.

ePrimovaccination :

- 2 injections
séparésde 4 a6
semaines

Lutte contre les
infections a germes

Anatoxines de
Clostridium perfringens

Bovins, ovins et caprins :
entérotoxémies, charbon

-Rappel annuel

Animaux en gestation :
la seconde injection de
primo vaccination ou
rappel 2 a 6 semaines
avant la mise bas

Jeunes issus de méres

MILOXAN ® anaérobies f ete (type B, C et D), | symptomatique, cedeme
C. septicum, C. novyi, | malin de la caillette,
(MERIAL SAS) C. tetanj deC. sordellii h@patite infecgieuse
et anaculture d€. nécrosante, tétanos et
chauvoei gangrénes gazeuses
Lutte contre les toxi- Anatoxines de Bovins, ovins et caprins :
TASVAX ® infections a clostridies | Clostridium perfringens| entérotoxémies, charbon

Huit (SHERING-

PLOUGH vétérinaire)

a, B ete, C. oedematieng
type B,C. septicumC.
tetaniet anaculture de
C. chauvoei

symptomatique, gangrénes
gazeuses, tétanos, hépatite
infectieuse nécrosante,

cedeme malin de la caillette.

vaccinées :
vaccination a partir de 8
semaines

Jeunes issus de méres
non vaccinées :
vaccination a partir de 2
semaine

COVEXIN 10
® (SHERING-

PLOUGH vétérinaire)

Lutte contre les
clostridioses

Anatoxines : C.
perfringenso, B ete, C.
novyi, septicum, tetani
sordellii, hemolyticum
et anaculture
C.chauvoei

Bovins, ovins et caprins :
Entérotoxémie et tétanos
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CONCLUSION PARTIELLE :

L’entérotoxémie est une affection des ruminantsuéibsant la plupart du temps a une
mort subite. L’agent principal de cette maladie €kistridium perfringensCette bactérie
commensale de l'intestin gréle produit des toximesponsables de la mort de I'animal et des
Iésions observées a l'autopsie, lors de sa muépbn. Les bases épidémiologiques,
clinigues et nécropsiques ne sont pas suffisanbes ptablir un diagnostic de certitude
d’entérotoxémie. Cette suspicion d’entérotoxémiecesgite une confirmation par des
meéthodes de laboratoire. Le diagnostic bactérigiogirepose sur le dénombrement dans le
contenu de lintestin gréle d€lostridium perfringensDans la littérature, les valeurs de
référence admises pour établir un diagnostic dietagémie sont variables en fonction du
délai entre la mort du ruminant et l'analyse bactégique. En conséquence, il semble
nécessaire de vérifier si cette méthode est uilkspour un diagnostic dans un délai de 24
heures post-mortem. Il nous parait également aiiles’intéresser a l'influence du site de
prélevement et a la durée de conservation de celui-
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PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE
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Dans notre premiére partie, nous avons exposéifigsedites bases épidémiologiques,
cliniques et lésionnelles de I'entérotoxémie néaiess pour établir un diagnostic de forte
suspicion d’entérotoxémie. Il est indispensableat®urir & une analyse de laboratoire pour
confirmer celui-ci.

Dans le but d’affiner le diagnostic de I'entérotoné, I'unité pédagogique de pathologie
du bétail de I'école nationale vétérinaire de LY&NVL) a réalisé une étude expérimentale
de terrain. Elle repose sur le dénombrement postemode la population d€lostridium
perfringensen relation avec quelques fractions bactériennesf¢eoles, entérocoques) de
l'intestin gréle chez des sujets morts d’une suspiou non d’entérotoxémie.

L’objectif de ce travail est de vérifier I'utilitde cette méthode afin d’établir un diagnostic
d’entérotoxémie. Pour cela il semble nécessaireredbercher l'influence des variables
susceptibles d’interférer sur les résultats de ecettéthode. Nous nous intéresserons
notamment au délai entre la mort du sujet et leondmement deClostridium perfringens
mais également aux écarts susceptibles de résigdtelieux de prélevements de lintestin et
enfin des conditions de conservation et d’achemergrdu prélevement.

|. MATERIELS, METHODESET SUJETS

B.Recrutement des sujets

L’étude expérimentale a été menée de mars 200l 2006 sur 48 ruminants reférés a
I'unité pédagogique de pathologie du bétail de dled\Nationale Vétérinaire de Lyon (ENVL)
issus d’élevages environnant. Les ruminants sqartié en 26 sujets morts d’'une suspicion
d’entérotoxémie (groupe entérotoxémie) et en 22tsujnorts ou euthanasiés suite a une
maladie autre qu’une entérotoxémie (groupe norretabéémie). Les autopsies de I'ensemble
des sujets sont réalisées a I'ENVL.

Les sujets d’expérimentation sont d’espéces (o\iogine et caprine), d’ages (2 jours a
15 ans) et de races différentes. Le délai pourgidisation des autopsies et des analyses
bactériologiques se situe dans un délai de 24 hguost-mortem.

Les 26 sujets sont des ruminants morts subitemighbvins, 4 caprins et 4 ovins). A
partir des bases épidémiologiques, cliniques etop&mues, le diagnostic de forte suspicion
d’entérotoxémie des sujets a été établi en exclieantnaladies comprises dans le diagnostic
différentiel de mort subite. Les données concermhafjue sujet sont répertoriées dans les
tableaux récapitulatifs situés en Annexe 1.

Les 22 sujets sont des ruminants (15 bovins, 6so@n 1 caprin) morts suite aux
complications de leur maladie, ou euthanasiés aweproduit injectable en intraveineuse a
base d’embutramide, de mébézonium et de tétra¢aGi®). Parmi les sujets, on en a deux
gui sont mort subitement, mais I'autopsie a pemigsarter la suspicion d’entérotoxémie. Le
diagnostic de chaque sujet a été établi selon s épidémiologiques, cliniques et
lésionnelles, permettant d’exclure avec certitudee uentérotoxémie. Les données
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épidémiologiques, cliniques et lésionnelles somap#ulées, pour chaque sujet, dans les
tableaux en Annexe 2.

C.Protocole expérimental

L'étude expérimentale comprend une analyse postemode la flore intestinale des sujets
listés. La reférence JO correspond au jour de lg oho sujet. Dans la suite de notre étude
expérimentale, nous assimilons la référence JHbwauqui suit la mort de I'animal, J+3 au
troisieme jour post-mortem et J+5 au cinquiéme jmst-mortem.

La premiere étude consiste a dénombrer les coratiemis iléales en clostridies en rapport
avec d’autres fractions bactériennes (entérocoquidprmes et flore totale aéro-anaérobie)
de la flore intestinale sur la totalité des sugktggroupe entérotoxémie et non entérotoxémie a
J+1 post-mortem.

La deuxieme étude expérimentale a été menée sije® sitilisés dans la premiére étude,
4 sujets du groupe entérotoxémie (M) et 4 sujetsgohupe non entérotoxémie (S). La
numération des fractions bactériennes décritegssus a été réalisée a partir de prélévements
effectués sur différentes portions de I'intestigélgr(duodénum, jéjunum et iléon) a J+1, puis
a J+3 et J+5 post-mortem apres leurs conservaiioné°C.

Durant I'autopsie, I'expérimentateur préléve suaaue sujet une portion d’'intestin gréle
avec son contenu homogénéisé. Les anses intestisafg prélevées, ligaturées aux deux
extrémités et transmises sans délai au laboral@ralyse, déposées dans un pot en plastique
(15 cm de diamétre) fermé par un couvercle. Lidation du site de prélevement et du
sujet est inscrite sur le contenant.

La partie distale de l'iléon constitue le site dél@vements des 48 sujets. Pour 8 d’entre
eux, 4 suspects et 4 non suspects d’entérotoxéleegrélevements sont réalisés sur trois
portions distinctes de I'intestin gréle : le duodén le jéjunum et l'iléon.

Les préléevements ont été analysés au laboratoireictebiologie médicale du service de
pathologie du bétail de 'ENVL. Un dénombrement ldeflore totale aéro-anaérobie, des
coliformes, des entérocoques et des clostridieseftectués sur chaque prélévement.

a.Préparation des dilutions

Nous avons préparé une gamme de dilutions a phrtoontenu intestinal prélevé. Pour
I'obtention de la dilution 16, on préléve un gramme de contenu intestinal quredilue avec
9 mL de Ringer au 1/4, homogénéiseé et filtré damdlacon stérile. L’association de billes
stériles permet d’obtenir une meilleure homogéni@isadu milieu par agitation au Vortex
(ND).

84



A partir de cette dilution & 10 on prépare la dilution suivante au centiéme & 1n
préleve 0,1 mL de la dilution mere dans laquelleamute 9,9 mL de Ringer lactate® stérile
dans des tubes stériles. Ensuite, on effectue deefies dilutions a partir de la précédente
pour aboutir & 18 et 10’. Au final nous disposons de 3 dilutions *1Q0°, 10”.

b.Ensemencement des milieux de cultures

Pour notre expérimentation, le dénombrement de ldge fintestinale a nécessité
I'utilisation de différents milieux de culture : @rgélose trypticase soja (pour la flore aéro-
anaérobie totale), un milieu Mac Conkey (pour lefarmes), un milieu D-Coccosel (pour
les entérocoques) et un milieu tryptone sulfite myggne (TSN) (pourC. perfringeny
(Annexe 8) [63].

Le milieu TSN (tryptone sulfite néomycine) contiestes antibiotiques (néomycine et
polymixine) qui ont un spectre d’activité sur legaf négatif et les streptocoques, permettant
l'inhibition de la plupart des bactéries de l'irtiaggréle [54]. Ce milieu contient un critere de
différenciation des anaérobies : le sulfite de waddont la réduction est révélée par le fer
(précipitation du sulfure de ferlostridium perfringensulfito-réducteur permet la réduction
et 'obtention d’'une coloration noire des coloniEstériennes. Les colonies @eperfringens
apparaissent noires, brillantes, irrégulieres,ldsigurs millimétres de diamétre.

La gélose trypticase soja (GTS) est un milieu pacsif. || permet le dénombrement de
la flore totale aéro-anaérobie.

Le milieu Mac Conkey est utilisé pour la cultuesdoliformes. Ce milieu contient deux
inhibiteurs de la flore Gram + : les sels biliaietde cristal violet.

by

Le milieu D-Coccosel est destiné a lisolement cifleet a la différenciation des
entérocoques fécaux pour lesquels la tolérance lldaet I'hydrolyse de I'esculine sont
considérées comme des caracteres constants. l&rsamues fécaux sont identifiés par des
colonies noires [63].

On préleve 1 mL de chaque dilution préparée etffacttee un ensemencement dans la
masse de la gélose maintenue en surfusion a 45fCd#s boites de Pétri sauf pour le milieu
tryptone-sulfite-néomycine (TSN). Pour le milieuN,S’ensemencement est réalisé dans la
masse de la gélose en surfusion maintenue dangharatessai stérile fermé a son extrémité.
Cet ensemencement n’est pas réalisé sous chamaéeobie a atmosphéere contrblée mais
simplement sous un bec bunsen qui est un brll@azaservant a créer et a maintenir une
zone de travail stérile dans un rayon de 20 cmremautour de la flamme. Les tubes a essais
utilisés sont stérilisés a I'autoclave pendant 1futes a 121°C.

L’incubation s’effectue a 38°C pour les milieux GT&coccosel et Mac Conkey, a 42°C
pour le milieu TSN pendant 24 heures pour permettearichir la culture et faciliter la
sélection deClostridium perfringens

Apres une incubation des ensemencements issusfiéesrdes dilutions durant 24 heures,
le dénombrement est effectué par examen visuel amecompteur de colonies 50 300
(Bioblock Scientific®).

Les dilutions effectuées permettent a partir duod#ésrement des différentes fractions
bactériennes de l'intestin gréle d’obtenir la corication de chacune d’elles. La concentration
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minimale obtenue & partir des différentes dilutiess 16 UFC/mL. Une extrapolation est
effectuée en considérant les résultats non qualiés a la dilution I comme égaux a 10
UFC/mL permettant d’établir une analyse statistiqueés transformation logarithmique.
L’interprétation des résultats sera effectuée engmt en considération cette extrapolation

D.Méthodes d’analyse et traitement statistique

L’étude de la flore intestinale de l'iléon un jo(d+1) post mortem est réalisée a partir
d’un test non paramétriqgue de comparaison des megette Mann-Whitney-Wilcoxon aprés
transformation logarithmique des valeurs de dénembnt des populations bactériennes. La
méthode de représentation utilisée est un diagraemimite de type Box Plot.

Figure 11 : Diagramme en boite type BoxPlot
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L’analyse statistique de la flore intestinale, ks prélévements issus du protocole J+1,
J+3 et J+5 post-mortem a différents sites de Bitegréle (duodénum, jéjunum et iléon), est
réalisée a partir d'un test danalyse de variance dacteurs (ANOVA 3), apres
transformation logarithmique des valeurs de dénembnts des populations bactériennes.
C’est une méthode de comparaison de plusieurs meggoermettant de tester I'effet d’un ou
plusieurs facteurs qualitatifs sur une variablengjtative.

V. RESULTATS

A.Dénombrement de la flore de l'iléeon a J+1 post-
mortem des sujets suspects ou non d’'entérotoxémie

Le dénombrement de la flore intestinale post-moréeété effectué sur chaque sujet : les
fractions suivantes ont été dénombreées : |a flotia@d aéro-anaérobie, les coliformes ¢oli),
les entérocoquegfiterococcus faecalist faeciun et Clostridium perfringens
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1.Etude des concentrations de clostridies

Tableau 9 : Répartition des sujets en fonction deelir concentration de clostridies en
UFC/mL et de leur statut

Concentrations iléales en clostridies a J+1 post-mortem en
Statut des UFC/mL
sujets [10° & 10°[ | [10* 4 10%[ | [10° & 10°[ | [10° 2 107[| [10” &2 10°% | [10%a10° | [10°& 10™
Sujets non
entérotoxémie 15 6 1 0 0 0 0
Sujets
entérotoxémie 0 0 0 3 10 9 4

Fiqure 12 : Distribution des populations de closidies de l'iléon a J+1 post-mortem en
fonction des classes de concentrations et du stadg I'animal
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Les données logarithmiques des concentrationseféah clostridies sont répertoriées en
Annexe 3.
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Figure 13 : Distribution des populations de clostuilies de l'iléon a J+1 post-mortem en
fonction de leurs concentrations logarithmigues etlu statut des sujets
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On observe une difféerence significative (p=2.699%-fke la concentration des clostridies
en fonction du statut des sujets. Les sujets dupgraentérotoxémie ont une concentration
iléale enC. perfringenssupérieures aux sujets du groupe non entérotoxdraienédiane,
c'est-a-dire la valeur pour laguelle on retrouvé5fes sujets en dessous et en dessus de cette
valeur, est de 7.J0UFC/mL pour le groupe entérotoxémie et de 3.WEFC/mL pour le
groupe non entérotoxémie. La concentration ilédl@male enC. perfringensest supérieure
ou égale & TOUFC/mL pour les sujets du groupe entérotoxémidisaque la concentration
enC. perfringenamaximale est de 2QUFC/mL pour les sujets du groupe non entérotoxémie
Les deux groupes de sujets sont indépendants.

Pour le groupe non entérotoxémie, nous ne pouvassnperpréter les valeurs minimales
en concentration clostridienne du fait de I'extdagion de certaines données. On observe
seulement que 90% des sujets de ce groupe seeritlessous de la valeur dé LIFC/mL.
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2.Etude des concentrations de coliformes

Tableau 10 : Répartition des sujets en fonction deur concentration en UFC/mL des
coliformes et de leur statut

Concentration iléale des coliformes a J+1 post-mort  em

Statut des
sujets [10°a 107 | [10%&10° |[10°&10°[| [10°& 10 | [10" & 10% | [10°&10% | [10%A 10

Sujets non
entérotoxémie 2 0 2 2 3 8 5
Sujets
entérotoxémie 0 0 2 2 7 9 6

Figure 14 : Distribution des populations de colifomes de l'iléon & J+1 post-mortem en
fonction des classes de concentrations et du statlgs sujets
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Les données logarithmiques des concentrationseéah coliformes sont répertoriées en
Annexe 4.
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Figure 15 : Distribution des populations de colifomes de l'iléon a J+1 post-mortem en
fonction de leurs concentrations logarithmigues etlu statut des sujets
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On n'observe aucune différence significative (p3),our les concentrations des
coliformes en fonction du statut des sujets. Lageantrations iléales en coliformes ne varient
pas en fonction du statut de I'animal. La médis@aitue pour les deux groupes a une valeur
de 3.16 UFC/mL.

Pour les deux groupes, on note que 90% de I'effdes deux groupes est compris entre

[10’, 10] UFC/mL. On note pour le groupe non entérotoxéme deux sujets ont une
concentration iléale de 10FC/mL.
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Tableau 11 : Répartition des sujets en fonction deur concentration en UFC/mL des
entérocogques et de leur statut

Concentration iléale des entérocoques a J1 post-mor  tem

Statut des
sujets [10° 4 10%[ | [10* & 10°[ | [10° & 10°[ | [10° & 107[ | [10” & 10° | [10® & 10% | [10° & 10™
Sujets non
entérotoxémie 10 7 1 2 1 1 0
Sujets
entérotoxémie 3 3 4 5 7 4 0

Figure 16 : Distribution des populations des entémogues de l'iléon a J1 post-mortem en
fonction des classes de concentrations et du statlgs sujets

@ Groupe non entérotoxémie
m Groupe entérotoxémie

143

[103a [10Ma [10°%5a [10%a [10°7a [10%8a [10M9a
10M[ 1075[ 1076[ 1077[ 1078[ 1009]  10M0]

Concentration iléale des entérocoques (en UFC/mL)a  J1 post-mortem

12

10 ~

Nbre de sujet

Les données logarithmiques des concentrationseféds entérocoques sont répertoriées
en Annexe 5.
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Fiqure 17 : Distribution des populations des entémoques de l'iléon & J1 post-mortem en
fonction de leurs concentrations logarithmigues etlu statut des sujets
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On observe une différence significative (p=0,00)00#s concentrations des entérocoques
de l'iléon en fonction du statut. Les concentratid@ales en entérocoques sont plus élevées
pour les sujets du groupe entérotoxémie par ragpoetix du groupe non entérotoxémie.

Pour le groupe entérotoxémie, 90% de l'effectifgdoupe se trouve dans un intervalle de
[10° 3.10] UFC/mL.

Pour le groupe non entérotoxémie, 90% de I'effatdice groupe se situe en dessous de la
valeur de 19UFC/mL. La concentration minimale en entérocoquese groupe n’est pas
déterminable quantitativement du fait de I'extraioin.

La médiane est de 3.20FC/mL pour le groupe entérotoxémie et dé WEC/mL pour le
groupe non entérotoxémie.
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4.Etude des concentrations de la flore totale

Tableau 12 : Répartition des sujets en fonction deur concentration en UFC/mL de la
flore totale aéro-anaérobies et de leur statut

Statut des | Concentration iléale de la flore totale a J1 post-m  ortem
sujets [10° 4107 | [10" 4 10% | [10° 4 10°[ | [10°4 10" |[10” &4 10°|[10% & 10% | [10°410"[

Sujets non

entérotoxémie 0 0 1 1 3 11 6
Sujets
entérotoxémie 0 0 0 1 4 12 9

Fiqure 18 : Distribution des populations de la floe totale aéro-anaérobie de I'iléon & J1
post-mortem en fonction des classes de concentrai®et du statut des sujets
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Les données des concentrations de flore totale studiées apres transformation
logarithmique. L'ensemble des données est répérémriAnnexe 6.
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Figure 19 : Distribution de la flore totale de l'iléon a J1 post-mortem en fonction de
leurs concentrations et du statut des sujets
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La différence n’est pas significative (p=0,6042uptes concentrations de la flore totale
en fonction du statut des sujets. La concentrali&ale de la flore totale ne varie pas en
fonction des sujets suspects ou non d’entérotoxémie

Les valeurs, pour lesquelles 90% de I'effectif deax groupes est présentes, se situe dans
un intervalle de [10"8, 10"9] UFC/mL.

Synthese des résultats

Les résultats montrent une différence significatpeur la concentration iléale en
Clostridium perfringens J+1 post-mortem entre les sujets du groupe @nigmie et ceux
du groupe non entérotoxémie. En effet, cette canation est supérieure a10FC/mL pour
I'lensemble des sujets du groupe « entérotoxémiet»inférieure a IWFC/mL pour
'ensemble des sujets du groupe « non entérotaxeniies deux groupes sont indépendants.

Le déenombrement des entérocoques a J+1 post-mortemtre une différence
significative entre les sujets des deux groupes. digets du groupe entérotoxémie ont en
majorité une concentration iléale en entérocoquegrieure a celle des sujets non suspects.
En effet, 90% de I'effectif du groupe « entérotoi@m se situe dans un intervalle de11D’]
UFC/mL tandis que 90% du groupe «non entérotoxémse situe en dessous de la
concentration iléale d’entérocoques délBC/mL.

En ce qui concerne les concentrations iléales &foicoes et flore totale aéro-anaérobie,
aucune différence significative n’est a noter efggedeux groupes. La majorité des sujets se
situent pour les concentrations iléales en colifsrdans un intervalle de [1A.0°] UFC/mL
et pour la flore totale aéro-anaérobie dans umiate de [18, 10) UFC/mL.

Au bilan, les sujets suspects d’entérotoxémie or@ concentration iléale a J+1 post-
mortem erClostridium perfringensignificativement supérieure aux sujets non etaénmie.
Pour les autres fractions bactériennes, la coretémtriléale en entérocoques des sujets du
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groupe entérotoxémie est supérieure aux sujets 'aletrd groupe, tandis que les
concentrations iléales en flore totale et colifosnsent semblables entre les sujets des deux
groupes. Les concentrations similaires des coligmmat de la flore totale chez les sujets
suspects ou non d’entérotoxémie permettent de wané une uniformité des prélévements.
Un contr6le de qualité du prélevement peut s’effect partir de ces deux populations de
bactéries.

Suite a ces résultats, la deuxieme partie de lEmxpérimentale s’intéresse a l'influence
du site de prélévement et du temps de conservdtigmélévement a +4°C.

B.Influence du site de prélevement et du délai de
conservation post-mortem des prélevements a + 4°C
sur le dénombrement de fractions bactériennes
(clostridies, coliformes, entérocoques et florediaf) de
I'intestin gréle

Dans cette deuxieme étude, le dénombrement deofmacbactériennes de la flore de
lintestin gréle, des 4 sujets suspects d'entésttr et des 4 sujets non suspects
d’entérotoxémie, est réalisé a différents site®@dmum, jéjunum, iléon) et a différents jours
de conservation (J+3 et J+5 post-mortem) a +4°@rélévement effectué a J+1 post-mortem.
Le temps, le site de prélevement et le statut diggssssont trois facteurs qualitatifs étudiés par
rapport a une variable quantitative correspondamhague concentration des différentes
populations bactériennes.

Tableau 13 : Valeurs logarithmigues des concentradins de la flore intestinale aprés
conservation & + 4°C en fonction du délai post-moeim et du statut des sujets

Valeurs logarithmiques moyennes des concentrations
o des prélévements intestinaux conservés a + 4°C a
Délai post- _ ir
mortem Sujets partir de J+1

Duodénum Jéjunum lléon
E FT |ClI |[Col |E FT |ClI |Col E FT |ClI [Cal

Entérotoxémie 5,06|854|6,75| 85 |5,39|9,19|7,42|8,86 |5,54|9,03|8,29| 8,64
J+1 Non
entérotoxémie 3,15 8,44 3 8,51 3 8,42 3,07 8,54 3,08 8,56 3,12 8,11

Entérotoxémie 5,7218,79|6,83|8,27|5,77|9,25|7,98|8,81|5,78 |8,67 | 8,05 | 8,56
J+3 Non
entérotoxémie 3 8,1 3 7,83 3,25 8,31 3 7,94 3,08 8,44 3 7,48

Entérotoxémie 54818,37/6,94|7,89|5,81| 9,1 |7,44|8,66|6,11|8,85|8,17 | 8,27
J+5 Non
entérotoxémie 3,15 7,98 3 7,44 3,63 8,42 3 7,51 3,4 7,77 3 7,06

FT : flore totale aéro-anaérobie, E : entérocoqués; clostridies, Col : coliformes

Les valeurs logarithmiques des concentrations dqu sujet sont récapitulées en Annexe 7.
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1.Résultats du dénombrement de la flore totale

Les données logarithmiques des concentrations nmegede la flore totale des sujets des
deux groupes sont répertoriées dans le tableau 13.

Figure 20 : Représentation de la cinétigue des coantrations de la flore totale en
fonction du temps, du statut des sujets et du sitte prélévement
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Pour I'ensemble des sujets, il n'y a pas de difféee significative (p>0,05) des
concentrations de la flore totale en fonction dugs. La concentration moyenne de la flore
totale des sujets ne varie pas entre J+1 et J+Bnpmsem sur un prélevement conservé a
+4°C.

Pour les sujets suspects d’entérotoxémie, on naelifférence significative (p=0.003674)
de la concentration de la flore totale en fonctiorsite de prélévement. Le jéjunum est le site
de l'intestin gréle ou la flore totale est plus mmante par rapport au duodénum et l'iléon.

Pour les sujets non suspects d’entérotoxémie, amsatve aucune différence significative
des concentrations de la flore totale en foncti@s gites de prélevements. Le site de
prelevement n’influence pas le dénombrement ddol@ ftotale pour un sujet non atteint
d’entérotoxémie.

On observe un intervalle de concentration en flotale compris entre [£010°] UFC/mL
pour I'ensemble des sujets des deux groupes.
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2.Résultats du dénombrement des coliformes

Les données logarithmiques des concentrations megedes coliformes des sujets des
deux groupes sont répertoriées dans le tableau 13.

Figure 21 : Représentation de la cinétigue des coantrations des coliformes en fonction
du temps, du statut des sujets et du site de préewent
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Pour I'ensemble des sujets, on n'observe aucurféréiifce significative (p>0,05) des
concentrations des coliformes en fonction du terhps.concentrations de coliformes pour les
sujets entre J+1 et J+5 post-mortem pour un prélémeconservé a +4°C restent stable.

On observe une difféerence significative (p=0.04886)la concentration des coliformes
chez les sujets suspects d’entérotoxémie en fandticsite de prélévement. La concentration
des coliformes est plus élevée dans le jéjunumrgg@port a l'iléon qui lui-méme a une
concentration supérieur au duodénum.

En ce qui concerne les sujets non suspects d'@ok&mie, on ne note aucune différence
significative (p>0,05) de la concentration desfoaines en fonction du site de prélévements.
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Les données logarithmiques des concentrations nmegeen entérocoques des sujets des
deux groupes sont répertoriées en annexe 3.

Figure 22 : Représentation de la cinétigue des coantrations des entérocoques en
fonction du temps, du statut des sujets et du sitte prélévement
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Pour la totalité des sujets, aucune différenceifsigtive (p>0,05) n’est observée pour la
concentration des entérocoques en fonction du tenais aussi du site de prélevement. Il n'y
a pas de variation de la concentration des entgumsopour les sujets entre J+1 et J+5 post-
mortem sur un prélévement conservé a +4°C. Ledsitprélevement n’est pas un facteur de
variation de la concentration de la population tBemcoques aussi bien pour les sujets
suspects ou non d’entérotoxémie.
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4. Résultats du dénombrement des clostridies

Les données logarithmiques des concentrationsrdéseoques pour la totalité des sujets
sont répertoriées dans le tableau 15.

Figure 23 : Représentation de la cinétique des coantrations des clostridies en fonction
du temps, du statut des sujets et du site de prélewment
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L’interprétation des données pour les sujets nospetts d’entérotoxémie n'est pas
réalisable en raison I'extrapolation de certain@sngées.

Pour les sujets suspects d’entérotoxémie, uneréifé@ significative (p=0.0001100) est
observée pour la concentration des clostridiesoantion du site de prélevement. L'iléon est
la portion de l'intestin gréle ou la concentratien clostridies est la plus élevée, suivie du
jéjunum et enfin du duodénum.

De plus, aucune différence significative (p>0,05f @otée pour les concentrations
clostridiennes en fonction du temps de conservatioprélévement a +4°C entre J+1 et J+5
post mortem.

Synthese des résultats

Le temps de conservation entre J+1 et J+5 postemodiu prélevement a +4°C n’est pas
un facteur influencant la cinétique des concemnatides différentes populations bactériennes
de lintestin gréle. Pour I'ensemble des sujetsidaombrement de la flore intestinale reste
constant entre J+1 et J+5 post-mortem dans lesitaorsd de conservation énoncées
précédemment. Ceci est intéressant pour le diagndst laboratoire de I'entérotoxémie,
utilisant la concentration edlostridium perfringens

Les sujets suspects d’entérotoxémie ont une populaiostridienne plus élevée dans
I'iléon par rapport aux autres portions de l'integgréle (jéjunum et duodénum). Le jéjunum
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constitue le site de prélévement, des sujets stsspéentérotoxémie, a privilégier pour les
populations de coliformes et de flore totale aérérabie.

Le site de prélevement ne constitue pas un fadeurariation des concentrations de la
flore intestinale pour les sujets non suspectstédietoxémie.

Au bilan, le site de prélevement le plus favorgiderr le dénombrement delostridium
perfringensest I'iléon. Un délai de 4 jours de conservatiorddC du prélévement de contenu
intestinal réalisé a J+1 post-mortem, dans les itond décrites dans notre protocole, ne
modifie pas les concentrations des fractions bictées étudiées, et plus particulierement
celle deC. perfringenmécessaire au diagnostic de I'entérotoxémie.

V1. DISCUSSION

A.Analyse critigue des résultats obtenus

Les entérotoxémies affectent toutes les especesales mais plus particulierement les
ruminants. La population de ruminants concernée matre étude est tres diversifiée
concernant la race, le sexe et I'age. La partiedgkaphique nous a permis de montrer que la
variété des facteurs intrinseques (age, sexe &) rsgnt plutdét a relier aux conduites
d’élevages qu'a des facteurs déterminants d’appari’entérotoxémie. Nous considérons
gue cette diversité n’influence pas les résultatermus. Notre étude montre qu’une différence
de concentration iléale e@. perfringensest significative entre un sujet suspect ou non
d’entérotoxémie quelques soient son age, sexeet ra

Des études menées sur des élevages bovins chgpalaBHILIPPEAU et des bovins
blanc-bleu-belge par MANTECA [59, 71, 72] montrdatteinte préférentielle de certaines
catégories de ruminants : les veaux en croissantz roise a I'herbe), des veaux non sevrés
(moins de 6 mois) et des bovins en engraissemautil{bn, vache de réforme). Dans notre
étude, le nombre de sujets de chaque espéce nep@anst pas d'établir un pourcentage pour
chaque classe d’age. Par exemple I'adge du seviage selon I'espece et le mode d’élevage.
Néanmoins, nous constatons que la moitié des sijsfects d’entérotoxémie est constitué de
jeunes ruminants non sevreés.

Les prélevements de lintestin gréle sont receibur des sujets issus d’élevages
avoisinants I'ENVL dans les 24 heures post-mortetneure de la mort de I'animal ne peut
pas étre connue avec exactitude. En effet, 'éleveupeut pas évaluer celle-ci sans une
marge d’erreur de quelques heures. Ce délai podemade 24 heures pourrait affecter les
résultats du dénombrement de la flore intestirtaédéon PHILIPPEAU, POPOFF [70], le délai
de prélevements doit se situer entre 6 et 12 hquwesmortem car au-dela le diagnostic
bactériologique est insuffisant pour établir ungdiastic d’entérotoxémie. Selon ces auteurs, a
partir de 6 heures post-mortem la numératiorCdeperfringensest indicatrice d’'une forte
suspicion d’entérotoxémie pour une valeur supégieut§ UFC/mL.

En pratique, le respect de cet intervalle de tepqsr le prélevement est difficile a
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respecter dans la plupart des cas. Néanmoinsédettats de notre étude révelent qu’un délai
de 24 heures post-mortem peut étre encore un tedicdiagnostique pour une valeur @e
perfringenssupérieure ou égale a"10FC/mL de contenu iléal.

Dans cet essai, nous n‘avons pas pris en consmetattempérature de conservation du
cadavre jusqu'au prélevement. D’'apres l'expérierde PHILIPPEAU et all, vue
précédemment, nous pouvons discuter 'importancixde une température stable (20°C) de
conservation de l'animal post-mortem. En effet, sume journée, la fluctuation de la
température extérieure et du cadavre met en éwdeendifficulté d’établir une température
stable de conservation.

Notre étude énonce que le site de prélevemenuke gpproprié est l'iléon. Il s’agit de la
portion de lintestin gréle ou la concentrationsttalienne est la plus importante chez les
sujets atteints d’entérotoxémies. Ce résultat estdr avec celui de PHILIPPEAU et
LATOUR [72, 88] qui propose le prélevement du jéjom Les concentrations en coliformes
et la flore totale aéro-anérobie, indicateurs degtlalité du prélévement, corroborent
I'utilisation de celui-ci Elles sont maximales ddagéjunum. Néanmoins, pour rechercker
perfringens,il est préférable de prélever l'iléon. De plusviintage de ce prélevement réside
dans la facilité de sa réalisation lors de l'auipie paquet sub-terminal permet par son
identification aisée d’effectuer les prélevemepigdurs au méme endroit et ainsi de limiter
un éventuel facteur de variation lié au site déepement.

Les techniques realisées pour I'ensemencementitfésedts milieux de culture ont été
décrites dans le protocole expérimental. Elles sonples a mettre en ceuvre et ne nécessitent
pas d'équipement particulier. Ceci contraste fodmeimavec les techniques utilisées et
préconisées par PICARD, SEDALLIAN et POPOFF notaminpeur les clostridies [72, 86].
En effet, ils recommandent un ensemencement en hrearnaérobie sous atmosphere
contr6lée (mélange de 90% d’'azote, 5% de dihydregn5% de dioxyde de carbone) de
maniére a inhiber le développement des bactériebiaé strictes. Cette technique nécessite
un équipement spécifique et colteux. Le choix deentechnique expérimentale a pris en
compte le faible colt et la facilité de réalisatide la méthode en vue d’'une éventuelle
reproduction par d’autres laboratoires. L’'ensemprazg en masse dans un tube a essai avec
un milieu TSN (tryptone sulfite néomycine) en ssifun & proximité d’'un bec Bunsen est
suffisant pour le dénombrement @eperfringens

La concentration minimale détectable dans notrdedast de TOUFC/mL. Ce manque de
précision peut étre discuté dans linterprétaties désultats des sujets non entérotoxémies
pour la concentration en clostridies. Ce factewt gentribuer a augmenter le nombre de faux
négatifs. Dans ce cas précis, le dénombrement aj@slgiions de coliformes et de la flore
totale, indicateur de la qualité du prélevemenpt stécessaires dans l'interprétation des
résultats. Les valeurs normales des concentratienses différentes fractions pour les sujets
non entérotoxémies par rapport aux sujets entétai®s permettent d’effectuer un contrdle
de qualité du prélevement. Par exemple, les sdjet et 5877 ont une concentration iléale
en Clostridiium perfringenslie 1§ UFC/mL avec des valeurs de concentrations en colés
et flore totale comparable & celles des autresssujemprises entre [{01°] UFC/mL. Il est
parfaitement justifié dans cette étude de ne pa# &ait des dilutions inférieures & T0En
effet, d’apres la littérature, pour conclure a dkition d’'une entérotoxémie il est nécessaire
d’avoir un accroissement de concentrationGdeperfringenssupérieure & PAUJFC/mL et la
concentration admise pour un animal sain est d&/EG/mL [74].
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B.Importance du dénombrement de Clostridium
perfringens et du mode de conservation du prélevame
dans le diagnostic d’entérotoxémie

Les résultats obtenus révélent des variations adwrdbrement de la flore iléale a J+1
post-mortem entre les sujets des deux groupesffén la population de clostridies est plus
élevée chez les sujets fortement suspects d’eokomie par rapport aux sujets non
entérotoxémie en relation avec une similitude dexentrations des coliformes et flore totale.

D’aprés POPOFF, la valeur seuil®10FC/mL en Clostridium perfringensdu contenu
intestinal sur un préléevement effectué rapidemprgsala mort de I'animal est suffisante pour
diagnostiquer une entérotoxémie [74]. Des étudeentés en élevage bovin charolais
(PHILLIPPEAU et al) [71, 72] ont été réalisées afifétablir une grille de diagnostic
bactériologique en fonction du délai entre I'analysctériologique et la mort du bovin. Elles
montrent que la valeur seuil de®l10FC/mL n’est interprétable que pour un échantillon
prélevé dans un laps de temps de six heures postmmo Au-dela de ce délai, la
concentration de FQFC/mL est la valeur seuil pour la confirmatiorué entérotoxémie
jusqu'a 15 heures post-mortem. Aprés 15 heuresmogem, I'analyse bactériologique est
insuffisante pour établir un diagnostic d’entér@one, en raison de I'existence de faux
positifs [71, 72].

Dans notre étude les prélevements sont effectugs wladélai de 24 heures post-mortem,
les résultats des concentrations @n perfringensmontrent que le groupe des sujets non
entérotoxémie et le groupe des sujets suspectséddoxémie sont indépendants. Nous
n'avons pas obtenus de faux négatifs et de fauitifsag®moignant d’'une sensibilité et d’'une
spécificité optimales. Néanmoins, un échantillomspgimportant permettrait probablement de
déterminer ces valeurs de maniere plus signifieativ

Sur les 26 sujets suspects d’entérotoxémie, on cedeconcentrations &b. perfringens
de 16 UFC/mL pour 3 sujets et des valeurs supérieuregégalles & 10UFC/mL pour 23
sujets (10 sujets & 1OFC/mL, 9 & 18 UFC/mL et 4 & 1DUFC/mL). La valeur seuil de 10
UFC/mL permet de déceler 23 sujets sur 26 suspbet#érotoxémie. Elle a été définie
comme concentration seuil suffisante pour permetti® confirmer une suspicion
d’entérotoxémie et de limiter le nombre éventuefalex positifs. En ce qui concerne les 22
sujets du groupe non entérotoxémie, 19 sujets watconcentration iléale &b.perfringens
inférieure ou égale & 1FC/mL (15 sujets & FWFC/mL et 4 sujets & 1UFC/mL) et 3
sujets se situent au dessus de cette concentrdtionvaleur seuil de FOUFC/mL est
suffisante pour permettre d’exclure une entérotagéiout en limitant d’éventuel faux
négatifs.

La confirmation diagnostique résulte de la compamides résultats d’analyses obtenus
aux limites rapportées ci-dessus. Entre ces dengetrations seuils, minimale et maximale,
il appartient au praticien d’interpréter le résulttans le contexte épidémio-clinique et
nécropsique. En cas de forte suspicion un tel taspermettra sa confirmation et son
exclusion dans le cas contraire.
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Tableau 14 : Synthése des données de I'étude desaantrations iléales deC.perfringens
a J+1 post-mortem en vue d’un diagnostic d’entérotcémie

Concentration iléale de C.perfringens en UFC/mL &1 post-
mortem
<10* 1104, 107[ > 10’
Nomt_)re de 19 6 23
sujets
Exclusion ou confirmation
. ) : d’entérotoxémie en
Diagnostic Exclusion . . L
entérotoxémie entérotoxémie fonction du contexte Entérotoxémie
épidémio-clinique et
nécropsique

Les concentrations iléales en coliformes et flaale aéro-anaérobie sont équivalentes
entre des sujets suspects ou non d’entérotoxéries €onstituent un bon indicateur de la
qualité du prélévement dans des valeurs compriste €10, 10°] UFC/mL. D’aprés la
bibliographie, la concentration intestinale en feothes se situe entre 1@t 16 UFC/mL.
Dans notre étude, deux sujets ont des concentsaéinrcoliformes de WFC/mL. Pour le
sujet 5382, un traitement antibiotique ciblé s bactéries Gram — a été réalisé et a altéré
cette population. En parallele, le dénombrementadiore totale aéro-anaérobie est compris
dans les valeurs préalablement définies, montiast & bonne qualité de notre prélevement.
Le sujet 5666 posséde aussi une concentrationefadsl coliformes, cependant la
concentration semblable en flore totale aéro-armelaisse supposer une moindre qualité du
prélevement.

En ce qui concerne les entérocoques intestinaaxsugets positifs ont une concentration
supérieure a celles des sujets négatifs. Cettérdifte s’explique par I'alimentation. Les
rations riches en glucides rapidement fermentessif@midon) contribuent a développer des
acidoses ruminales souvent présentes chez les stijeints d’entérotoxémie. Les différences
observées de concentrations en entérocoques sujets des deux groupes résultent des
modifications physiologiques liées a I'acidose mahé (pH acide, modification du transit).
En effet, les entérocoques peuvent se développer dizs conditions hostiles expliquant une
concentration supérieure chez les sujets atteiptgétotoxémie. Les variations importantes
de concentrations, entre sujets suspects ou namédidoxémie ne permettent pas a la
population d’entérocoques de constituer un borcatdur de qualité du prélévement.

Dans la deuxiéme partie expérimentale, il nousnabse important de répéter a trois et
cing jours post-mortem le dénombrement des clasfidt de quelques fractions de la flore
intestinale apres conservation du prélevement a°G. 4es résultats obtenus montrent
I'absence de croissance des différentes populabangriennes (coliformes, entérocoques et
clostridies) aprés conservation a + 4°C pendaou#dsj Ces résultats sont en accord avec les
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études de DE JONG démontrant que la températurenalim de croissance d& perfringens
est de +10°C [20]. Notre méthode de prélevemems#a intestinales a permis de maintenir
stable le contenu intestinal dans son contenasléise en limitant le contact avec I'oxygéene
de I'air grace aux ligatures des extrémités dessarGe délai de conservation du prélevement
est plus important que celui de 24 heures postanodécrit dans la littérature [70, 71]. La
différence de technique de prélevements, entreotgéeau intestinal dans un flacon stérile
rempli a ras bord et des anses intestinales ligasuaux deux extrémités avec son contenu
intestinal, rend difficile la comparaison de cedaw de conservation. Cette durée de
conservation est intéressante en pratique car pafenet aux vétérinaires d’effectuer un
prélevement sous 24 heures post-mortem et derdsni@ttre sous conditionnement a + 4°C.
Le laboratoire dispose de 4 jours a partir devidérdu prélévement pour effectuer I'analyse
bactériologique. Le dénombrement des clostridiesstnpas modifié permettant alors une
interprétation des résultats pour un diagnostiotéi®toxémie.

C.Conclusion et perspectives

L’examen bactériologique nécessite l'identificatienle dénombrement intestinal e
perfringens chez les ruminants. Cette méthode permet a péddirvaleurs seuils de
concentrations ef. perfringensd’établir un diagnostic d’entérotoxémies. Dans editude,
le dénombrement de quelques fractions bactérietmé&mtestin (coliformes et flore totale) a
été effectué en plus des clostridies dans le bwédéer la qualité de notre prélevement. La
flore aéro-anaérobie et les coliformes contribyeatleur dénombrement iléale a effectuer un
contrle de qualité des prélevements.. Selon restsai, des valeurs seuils de concentrations
en C. perfringensdans le contenu intestinal inférieures & WBC/mL et supérieures & 10
UFC/mL permettent d’exclure ou de confirmer uneeestoxémie, jusqu'a 24 heures post-
mortem. Le prélevement peut étre conservé durgmird a une température de +4°C jusqu’a
analyse bactériologique. L'influence du délai pastrtem et des modalités de conservation
des prélevements sont les points pour lesquelenailslité et la spécificité de I'analyse
bactériologique étaient auparavant discutablesreNétude répond a ces interrogations et
démontre que cette méthode peut contribuer de fagaple et peu colteuse a établir un
diagnostic d’entérotoxémie a partir d’'une suspic&ablie sur les bases épidémiologiques,
cliniques et nécropsiques.

Notre étude a permis de montrer que le délai deezdes entre la mort du ruminant et le
dénombrement intestinal d& perfringensne constitue pas un inconvénient afin d’établir un
diagnostic de certitude d’entérotoxémie. Ainsiélrlerait intéressant d’étudier pour quel
délai supérieur a celui-ci, notre méthode poufa validée.
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CONCLUSION

Nous avons conduit une étude visant a vérifieralgdité d’une technique de laboratoire
de confirmation d’'une forte suspicion d’entérotox&m

Il s’agit du dénombrement de la concentration dé&@Clostridium perfringenséalisé sur
un prélevement effectué 24 heures post-mortem.eNétinde a porté sur 26 ruminants tres
fortement suspects cliniquement d’entérotoxémig2etuminants pour lesquels ce diagnostic
était exclu avec certitude.

Nos résultats démontrent qu’une concentration d@léah Clostridium perfringens
supérieure ou égale a“uités formant colonies par millilitre de liquidetéstinal permet le
diagnostic de certitude. Cette concentration ressble dans le prélevement conservé au
réfrigérateur jusqu’a 4 jours apres la mort. Av@nse, les résultats obtenus sur les animaux
non atteints d’entérotoxémie permettent d’excluged@agnostic 15 fois sur 22 au seuil de
concentration de fQinités formant colonies par millilitre et 19 faisr 22 au seuil de 10
unités formant colonies par millilitre. Cette méadlead’analyse simple et peu colteuse de mise
en ceuvre est parfaitement adaptée aux contraiatiesptatique vétérinaire quotidienne.

Elle doit étre préconisée plutét qu'une méthodbidgie moléculaire a chaque fois qu'il
s’agit d’une confirmation clinique et non pas d'wétade épidémiologique
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ANNEXE 1:

Synthese des données épidémio-cliniques et nécropsiques des sujets du
groupe « entérotoxémie »
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ZO

) i . Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif Mort . . ) .
Espece Age . . Autopsie post préleve | Diagnostic
ment Anamnese subite
mortem | -ment
4335 Bovin 10 mois | Alimentation : Ensilage de  oui Bon état général J1 lléon | Forte
charolais mais Grandes cavités liquide suspicion
séro-hémorragique d’entérotoxé
péritonéale et -mie
péricardique
Rumen : pH acide (5-6),
congestion
Intestin gréle :
congestion et contenu
séro-hémorragique
Foie, rein : pales et mous
4407 Caprin 12 jours| -Chevreaux cases oui Bon état général J1 lléon | Forte
communes Intestin : contenu suspicion
-14 morts sur 21 a 10j age intestinal séro- d’entérotoxé
-Changement de lait a 6j hémorragique -mie
-Mort en %2 journée Reins : pulpeux
Clinigue : diarrhée
4420 Bovin 7 ans -Vaches en décubitus ante- oui Bon état engraissement J1 lléon | Forte
charolais mortem Foie, reins: suspicion

dégénérescence, pales

Intestin gréle :
congestion, contenu sérq

hémorragique

d’entérotoxé
-mie
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N° i ) Analyse | Site de
. R Commémoratif Mort . o . .
enregistre- | Espéce Age . . Autopsie post | préleve | Diagnostic
Anamnese subite
ment mortem | -ment
4795 Bovin 3 jours -8 veaux morts sur 19 oui Bon état général J1 lléon | Forte
holstein veaux Poumon :densification suspicion
congestivo-hémorragique d’entérotoxé
cranio ventrale sur les 2 -mie
poumons
Intestin gréle : congestion-
hémorragique avec contenu
séro-hémorragique
4890 Bovin 6 mois - Engraissement oui Intestin gréle : dilatés J1 lléon | Forte
montbé- Clinigue : meugle, débat Cceur : pétéchies sous suspicion
liard endocardiques et sous d’entérotoxé
épicardiques -mie
Foie, reins :consistance
4987 Caprin 4-5 mois | -6 morts brutales oui Etat général : animal trés J1 lléon | Forte
Alimentation : foin, gras suspicion

luzerne, ensilage de mais
orge
Clinigue : diarrhée
profuse

~

Py

Foie : stéatose

Intestin gréle : entérite
congestivo hémorragique
Rumen : pH acide 5

Rein : consistanceg,

« pulpeux »

d’entérotoxé
-mie
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ZO

) i . Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif Mort ) . . )
Espece Age . . Autopsie post préleve | Diagnostic
ment Anamnese subite
mortem | -ment
5195 Bovin 2 ans -2 cas de morts subites oui Bon état général J1,33, | lleon | Forte
montbé- aux prés en 3mois Cceeur : suffusions J5 suspicion
liard Alimentation : foin + hémorragiques sous d’entérotoxé
ensilage d’herbe + épicardiques -mie
ensilage de mais Rumen : ruminite
Reins, foie :autolyse
Intestin gréle : dilatés +
contenu hémorragique
5258 Bovin 2 mois Aucun élément rapporté|  oui Tres bon état général J1 lléon | Forte
holstein Grandes cavités liquide suspicion

séro-hémorragique dans
cavité péritonéale et pleuralg
Cceur : suffusion sous

endocardiques

Rumen : pH 4
Intestin gréle : congestion

hémorragique, contenu

hémorragique

Reins: « pulpeux »

d’entérotoxé
-mie

112




€Tl

ayuiwni ‘¢ Hd Tuawny
anbibesloway-019s

alw- nuaju0l ‘asnazeb uoisualsIp
9X0]0191Ud,p ‘uonsabuod T 9J9Ib unsaiu| sald xne LoN- apJelaq
uoloidsns sasAjolne :Sulal ‘a1el o104 suoneslioaw -JUON
aloH | uog|| c leisuab 1e19 uoq sail INO xnewlue sanbjanb- siow 9 uinog 9/€5
ale|ip ‘anbibellowsy
all191ud T3[aIb unNsSalu|
sonbipJeoida
SNOS suoISNYNS 7Inad)
alw- ajeulwopge a1ARD
9X010J21Ud,p suep anbibelowsy-01as
uoloidsns apinbij. 'SalABD Sapueld) uisnowl||
aloH | uog|| c [eiguab je1s uog INO aid ne yow - sinol g1 uinog c0ES
anbibesloway nuajuod
‘sole|Ip” 9Jaib unsaiu| sa)qgns suow z-
alw- allebaworeday o104 S941UBJ2U09
9X010191Ud,p asnanog “arey + So|jainyeu saureid
uoloidsns douelsisuod SuIdy ap aid un suep swiol slejoseyod
au04 | uog|| IC esouab 1e19 uog INo B| B Saunsap xneuwliue- sue g1 uinog €625
usw- | wauow
augns asauweuy jusw
onsoubeiq | angjaid 1sod alsdoiny aby 909ds3
Lo JleIjowsWwwo) -asibaiua
ap 1S | asAjeuy

oN




N° i ) Analyse | Site de
] R Commémoratif Mort i R . .
enregistre- | Espéce Age . . Autopsie post | préleve | Diagnostic
Anamnese subite
ment mortem | -ment
5466 Bovin 4 mois - mort au pré oui Bon état général J1 lléon | Forte
Charolaise Rumen, caillette : suspicion
congestion d’entérotoxé
Intestin gréle : congestion, -mie
distendu gaz, contenu séro-
hémorragique
5468 Bovin 1 mois - mort au pré oui Bon état général J1 lléon | Forte
Charolaise] Clinique : coliques Grandes cavités liquide suspicion

sourdes

séro-hémorragique dans
cavité abdominale

Cceur : suffusions sous
endocardique

Intestin gréle: hémorragie,
congestion, lésions
dégénératives

Calillette : caillot de lait
Rate : « boueuse »

Foie, reins :autolyse

d’entérotoxé
-mie
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Z. i . Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif Mort ) . . )
Espece Age . . Autopsie post préleve | Diagnostic
ment Anamnese subite
mortem | -ment
5752 Bovin 6 mois - Veau au pré oui Bon état général J1,J3, | Duodé- | BVD +
Limousine Alimentation : Foin + Esophage: ulcéres en coup J5 num | Forte
concentré d’ongles jéjunum | suspicion
- Pas vaccination Caillette : congestion iléon | d’entérotoxé
- Pas de traitement Intestin gréle : entérite -mie
congestivo-hémorragique
Colon : Trichures
Foie : hépatomégalie
5788 Bovin 4 ans Aucun élément rapporté|  oui Tres bon état général J1 lléon | Forte
Holstein Reins : consistance suspicion
Foie: friable d’entérotoxé
Rumen : ruminite, pH 5 -mie
Intestin dilaté : dilatés par
gaz, congestion, contenu
hémorragique
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ANNEXE 2 :

Synthése des données épidémio-cliniques et nécropsiques des sujets du
groupe « non entérotoxémie »

118



ZO

) i i Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif Mort . . . .
Espece Age . . Autopsie post préleve- | Diagnostic
ment Anamnese subite
mortem | ment
4440 Bovin 5 mois -2 veaux morts non Bon état J1 lléon | Broncho-
charolais -Vaccination grippe engraissement pneumonie
Clinigue : dyspnée, toux, Muscles: pales
jetage, hyperthermie Poumons :
lésions
bronchopneumonie
lobes antérieurs
Intestin gréle :
Congestion,
hémorragie
4449 Bovin 3s -Cryptosporidiose sur élevage non Bon état J1 lléon
mont- -Diarrhée sur des veaux agés engraissement Cryptospori
béliard del5ja3s Caillette : dilatée par -diose
Clinigue : hyperthermie, gaz
diarrhée profuse et continue, Rumen :

déshydratation
Traitement : halofuginone,
kaomycine,

Ca, P, VitE, Se

exulcérations, lait
caillé

Coloration Ziehl-
Neelsen : +++
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ZO

) i i Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif . . N . .
Espece Age . Mort subite Autopsie post préleve- | Diagnostic
ment Anamnese
mortem | ment
5009 Ovin -Probléme de ration : faible non Etat de cachexie J1 lléon | Toxémie de
concentration énergétique de|la Intestin gréle : gestation
ration congestion
Clinique : Foie : friable
femelle gestante prét a agneler, Utérus : jumeaux
anorexie, abattement
5179 Bovin 5jours | - pas de vaccination ouli Bon état général J1 lléon | Carence
charolais Poumons, VItE/
trachée : cedeme sélénium
agonique
Ceceur : pale

(décoloration
blanchatre et
striée) des
ventricules
Muscles :
décoloration
(cuisse)

A

Intestin gréle :

dilaté
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ZO

. i i Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif . . N . .
Espece Age . Mort subite Autopsie post préleve- | Diagnostic
ment Anamnese
mortem | ment
5360 Bovin 4 ans Clinigue : anorexie totale, T61® Bon état général J1 lléon | Intoxication
mont- melaena, anémie, souffle Rumen : contenu au gland
béliard cardiaque sec + glands
Intestin gréle:
boudin de sang
sur 30 cm dans
jéjunum
Reins : pales
5382 Bovin 1 mois | Clinigue : Diarrhée, ataxie non Carcasse : J1 lleon | Gastro-
charolais animal ballonné (gastroplégie séreuses blanche entérite-
Traitement : céphalosporine Calillette : 2 néonatale
+ colistine, réhydratation ulcéres paralysante
parentérale (soluté Ringer Intestin gréle :
Lactate ®) contenu liquidien
jaune
Reins : néphrite
chronique et
infarctus
5415 Bovin 2 mois | Alimentation : ensilage de T61® Hydrocachexie J1 lléon | Entérite
charolais mais, herbe, concentré, foin NL chronique

volonté

Clinigue : amaigrissement,
diarrhée hémorragique,
couché, convulsions
Traitement : benzylpénicilline
+ dihydrostreptomycine,
dexaméthasone, decoquinate

mésentériques
hypertrophiés
Intestin gréle :
congestionné

(coccidiose)
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ZO

. i i Analyse | Site de
enregistre- . Commeémoratif . . N . .
Espece Age . Mort subite Autopsie post préleve- | Diagnostic
ment Anamnese
mortem | ment
5666 Bovin 5 ans Clinigue : lait (jaune), quartier non Mamelle : J1 lléon | Mammite
holstein (congestion), T=40.7°C, mammite quartier toxinogéne
diarrhée antérieur et
Traitement : postérieur gauche
marbofloxacine, flunixine Foie : petites
Intramammaire : cefquinome douves
Intestin gréle :
congestion
diffuse
5789 Bovin 3 mois -Arthrite suppurée depuis 3 T61® Etat général J1,J3, | Duodé- | Arthrite
mont- semaines correct J5 num, | carpe
béliard Clinigue : abattement, Membres : jéjunum, | gauche
difficulté ambulatoire, arthrite suppurée iléon

diarrhée, anorexie

du carpe gauche

Intestin : dilaté

Reins :autolyse
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N° i i Analyse | Site de
. . Commeémoratif . : - : :
enregistre- | Espéce Age . Mort subite Autopsie post | préléve- | Diagnostic
Anamnese
ment mortem | ment
5869 Ovin 1 mois | -3 agneaux morts dans le mois non Mauvais état J1,J3, | Duodé- | Péricardite
Clinigue : dyspnée, général J5 num, | (mycoplas-
hyperthermie, décubitus Cceeur: liquide jéjunum, | me)
latéral, anorexie séreux dans la iléon
cavité
péricardique
(péricardite),
lésions
blanchatres sous
endocardiques
Poumons :
pleuropneumonie
5876 Bovin 15 ans | Clinigue : non Animal J1,J3, | Duodé- | Syndrome
charolais abattement, déshydraté J5 num, | héflund
anorexie, Rumen : dilaté jéjunum,
atonie du rumen, Caillette : dilatée iléon

Foie, reins :brun
clair, consistance
I

Ceeur : pétéchies
sous épicardiques
et suffusions soug
endocardiques

Foie, reins :

D

D

autolyse
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N° i i Analyse | Site de
. . Commeémoratif . : - : :
enregistre- | Espéce Age . Mort subite Autopsie post | préléve- | Diagnostic
Anamnese

ment mortem | ment

5912 Caprin 6 mois | diarrhée depuis plusieurs jours, non Bon état général J1 lléon | Entérite
anorexie Calillette et colibacil-
Clinigue : hyperthermie, caecum : laire
déshydratation, diarrhée. piquetés

hémorragiques
Rate :
hypertrophiée
Intestin gréle :
contenu liquidien
jaune
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ANNEXE 3

Tableau 15 : Résultats du dénombrement iléal e@. perfringensdes sujets suspects ou
non d’entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Clostridies] Statu t

4440 bovine 3,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4449 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
4740 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
4826 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5009 ovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5179 bovine 3,47 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5228 bovine 4 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5241 ovine 4,84 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5360 bovine 4 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5382 bovine 3,77 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5415 bovine 4 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5615 bovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5618 ovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5666 bovine 5 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5789 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5869 bovine 3,47 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5876 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5877 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5900 ovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5912 caprine 4,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie

5805 a ovine 4 Sujet non suspect d’entérotoxémie

5805 b ovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4335 bovine 8,69 Sujet suspect d’entérotoxémie
4407 caprine 6,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
4420 bovine 6 Sujet suspect d’entérotoxémie
4474 ovine 7,84 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4618 bovine 9,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4672 caprine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4795 bovine 8,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4890 bovine 9 Sujet suspect d’ entérotoxémie
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Tableau 15 bis : Résultats du dénombrement iléal 8. perfringensdes sujets suspects
ou non d’entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Clostridies] Statu t
4987 caprine 8 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5094 bovine 6,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5128 bovine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5137 bovine 7,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5195 bovine 8 Sujet suspect d’entérotoxémie
5293 bovine 8,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5303 bovine 7,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5376 bovine 7,69 Sujet suspect d’entérotoxémie
5466 bovine 8,77 Sujet suspect d’entérotoxémie
5468 bovine 7,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5498 ovine 8 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5734 bovine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5752 bovine 9 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5788 bovine 7,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5829 caprine 8,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5904 bovine 8,69 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5258 bovine 9 Sujet suspect d’entérotoxémie
5906 ovine 7,47 Sujet suspect d’entérotoxémie
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ANNEXE 4

Tableau 16 : Résultats du dénombrement iléale en ldormes des sujets non

entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Coliformes] Statut

4440 bovine 9,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4449 bovine 8,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4740 bovine 9,00 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4826 bovine 9,48 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5009 ovine 6,95 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5179 bovine 9,70 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5228 bovine 8,70 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5241 ovine 8,70 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5360 bovine 7,90 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5382 bovine 3,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5415 bovine 5,00 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5615 bovine 6,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5618 ovine 8,48 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5666 bovine 3,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5789 bovine 8,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5869 bovine 7,48 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5876 bovine 7,70 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5877 bovine 8,95 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5900 ovine 5,78 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5912 caprine 8,48 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 a ovine 9,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 b ovine 9,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4335 bovine 6,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
4407 caprine 8,48 Sujet suspect d’entérotoxémie
4420 bovine 8,70 Sujet suspect d’entérotoxémie
4474 ovine 8,00 Sujet suspect d’entérotoxémie
4618 bovine 9,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
4672 caprine 8,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4795 bovine 7,00 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4890 bovine 7,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4987 caprine 9,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
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Tableau 16 bis: Résultats du dénombrement iléale aroliformes des sujets non

entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Coliformes] Statut
5094 bovine 8,90 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5128 bovine 7,70 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5137 bovine 8,48 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5195 bovine 9,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5293 bovine 7,00 Sujet suspect d’entérotoxémie
5303 bovine 5,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5376 bovine 8,78 Sujet suspect d’entérotoxémie
5466 bovine 9,60 Sujet suspect d’entérotoxémie
5468 bovine 9,00 Sujet suspect d’entérotoxémie
5498 ovine 8,48 Sujet suspect d’entérotoxémie
5734 bovine 7,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5752 bovine 7,48 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5788 bovine 7,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5829 caprine 5,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5904 bovine 8,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5258 bovine 6,90 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5906 ovine 10,00 Sujet suspect d’entérotoxémie
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ANNEXE 5

Tableau 17 : Résultats du dénombrement iléal en efitocoques des sujets non
entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Entérocoques] Stat ut

4440 bovine 4 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4449 bovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4740 bovine 3,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4826 bovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5009 ovine 3,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5179 bovine 6 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5228 bovine 4,69 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5241 ovine 5,60 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5360 bovine 3,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5382 bovine 8,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5415 bovine 3 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5615 bovine 6,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5618 ovine 4,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5666 bovine 4,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5789 bovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5869 bovine 3,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5876 bovine 3 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5877 bovine 3,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5900 ovine 4 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5912 caprine 4,95 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 a ovine 7,60 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 b ovine 4,69 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
4335 bovine 3 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4407 caprine 8,77 Sujet suspect d’entérotoxémie
4420 bovine 5 Sujet suspect d’entérotoxémie
4474 ovine 5,84 Sujet suspect d’entérotoxémie
4618 bovine 7,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
4672 caprine 7,60 Sujet suspect d’entérotoxémie
4795 bovine 8,90 Sujet suspect d’entérotoxémie
4890 bovine 6,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4987 caprine 8,47 Sujet suspect d’ entérotoxémie
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Tableau 17 bis : Résultats du dénombrement iléal eentérocoques des sujets suspects ou
non entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Entérocoques] Stat  ut
5094 bovine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5128 bovine 8 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5137 bovine 5,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5195 bovine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5293 bovine 5,69 Sujet suspect d’entérotoxémie
5303 bovine 6,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5376 bovine 4,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
5466 bovine 7,47 Sujet suspect d’entérotoxémie
5468 bovine 7,95 Sujet suspect d’entérotoxémie
5498 ovine 7 Sujet suspect d’entérotoxémie
5734 bovine 3,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5752 bovine 4,47 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5788 bovine 3 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5829 caprine 6,90 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5904 bovine 6,69 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5258 bovine 6 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5906 ovine 4 Sujet suspect d’entérotoxémie
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ANNEXE 6

Tableau 18 : Résultats du dénombrement iléal de Rore totale des sujets suspects ou
non entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Flore totale] Stat ut

4440 bovine 9,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4449 bovine 7,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4740 bovine 8 Sujet non suspect d’entérotoxémie
4826 bovine 9,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5009 ovine 8,47 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5179 bovine 9 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5228 bovine 8,60 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5241 ovine 8,84 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5360 bovine 8,47 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5382 bovine 8 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5415 bovine 7,47 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5615 bovine 8,30 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5618 ovine 8,95 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5666 bovine 6 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5789 bovine 8,84 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5869 bovine 8,60 Sujet non suspect d’entérotoxémie
5876 bovine 7,47 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5877 bovine 9,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5900 ovine 5,77 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
5912 caprine 8,69 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 a ovine 9,84 Sujet non suspect d’ entérotoxémie

5805 b ovine 9,30 Sujet non suspect d’ entérotoxémie
4335 bovine 8,69 Groupe 1
4407 caprine 8,90 Sujet suspect d’entérotoxémie
4420 bovine 9 Sujet suspect d’entérotoxémie
4474 ovine 8,47 Sujet suspect d’entérotoxémie
4618 bovine 9,30 Sujet suspect d’entérotoxémie
4672 caprine 9 Sujet suspect d’entérotoxémie
4795 bovine 8,95 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4890 bovine 7,47 Sujet suspect d’ entérotoxémie
4987 caprine 9,69 Sujet suspect d’ entérotoxémie
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Tableau 18 bis : Résultats du dénombrement iléal da flore totale des sujets suspects ou
non entérotoxémies a J+1 post-mortem

N°identification Espéce LOG 10 [Flore totale] Stat ut
5094 bovine 9 Sujet suspect d’entérotoxémie
5128 bovine 8,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5137 bovine 8,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5195 bovine 9,60 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5293 bovine 7,30 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5303 bovine 6,77 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5376 bovine 8,69 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5466 bovine 9,60 Sujet suspect d’entérotoxémie
5468 bovine 9 Sujet suspect d’entérotoxémie
5498 ovine 8,84 Sujet suspect d’entérotoxémie
5734 bovine 7,47 Sujet suspect d’entérotoxémie
5752 bovine 8,47 Sujet suspect d’entérotoxémie
5788 bovine 8 Sujet suspect d’entérotoxémie
5829 caprine 8 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5904 bovine 8,77 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5258 bovine 7 Sujet suspect d’ entérotoxémie
5906 ovine 10 Sujet suspect d’ entérotoxémie
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ANNEXE 7

Tableau 19 : Récapitulatif des valeurs logarithmiges des concentrations de la flore
intestinale a différentes portions de l'intestin géle aprés conservation a + 4°C en
fonction du délai post-mortem du préléevement et digtatut des sujets

N° LOG 10 | LOG 10 | LOG 10 LOG 10 _ Temps _
identification Espece FT Coli Entero | Clostridies St (jours) Sujets
5752 B 7,84 7,60 5,47 8,30 D 1 M
5904 B 8,47 8 7,30 8 D 1 M
5906 O] 8,84 8,84 4 5,69 D 1 M
5498 0] 9 9,60 3,60 5 D 1 M
5789 B 7,60 7,30 3 3 D 1 S
5869 B 8,30 7,84 3,30 3 D 1 S
5876 B 8,90 9,84 3 3 D 1 S
5877 B 8,95 9 3,30 3 D 1 S
5752 B 8,30 7,47 5,47 8,30 D 3 M
5904 B 8,84 8,60 7,69 8 D 3 M
5906 ) 8,6 8 5,69 5 D 3 M
5498 0] 9,30 9 4 6 D 3 M
5789 B 8 8 3 3 D 3 S
5869 B 7,30 5,69 3 3 D 3 S
5876 B 8,30 9 3 3 D 3 S
5877 B 8,77 8,60 3 3 D 3 S
5752 B 8,30 7,60 5,60 8,17 D 5 M
5904 B 8,47 7,47 7,30 8 D 5 M
5906 B 8,69 9 4 5,90 D 5 M
5498 ®) 8 7,47 5 5,69 D 5 M
5789 B 7,69 7 3 3 D 5 S
5869 B 6,77 6,30 3,30 3 D 5 S
5876 B 8,95 8,77 3 3 D 5 S
5877 B 8,47 7,69 3,30 3 D 5 S
5752 B 8,47 7,47 4,47 9 I 1 M
5904 B 8,77 8,60 6,69 8,69 I 1 M
5906 @) 10 10 4 7,47 I 1 M
5498 0] 8,84 8,47 7 8 I 1 M
5789 B 8,84 8,30 3 3 I 1 S
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Tableau 19 (bis) : Récapitulatif des valeurs logatihmiques des concentrations de la flore
intestinale en fonction du site, du temps de consextion post-mortem du prélevement et
du statut des sujets

N° LOG 10 | LOG 10 | LOG 10 LOG 10 . Temps _
identification Espece FT Coli Entero | Clostridies Stte (jours) Sulets
5869 B 8,60 7,47 3,30 3,47 I 1 S
5876 B 7,47 7,69 3 3 I 1 S
5877 B 9,30 8,95 3 3 I 1 S
5752 B 8 7,47 4,30 8,30 I 3 M
5904 B 9 8,77 6,60 9 I 3 M
5906 0 9 9,30 6,30 7 I 3 M
5498 @) 8,69 8,69 5,90 7,90 I 3 M
5789 B 9 9 3 3 I 3 S
5869 B 7,47 5 3,30 3 I 3 S
5876 B 8,30 7,30 3 3 I 3 S
5877 B 9 8,60 3 3 I 3 S
5752 B 7,77 6,60 3,84 7,77 I 5 M
5904 B 9,30 9 6,69 9 I 5 M
5906 0 9,30 9 5,90 7,30 I 5 M
5498 0 9 8,47 8 8,60 I 5 M
5789 B 8,60 8,47 3 3 I 5 S
5869 B 7,47 6 4,60 3 I 5 S
5876 B 6,30 5,30 3 3 I 5 S
5877 B 8,69 8,47 3 3 I 5 S
5752 B 9 7,95 3,47 8,17 J 1 M
5904 B 9 8,90 6,30 8,60 J 1 M
5906 0 9,47 9,30 4 5,30 J 1 M
5498 0 9,30 9,30 7,77 7,60 J 1 M
5789 B 7,30 7,77 3 3 J 1 S
5869 B 9 7,84 3 3,30 J 1 S
5876 B 8,77 9,47 3 3 J 1 S
5877 B 8,60 8,30 3 3 J 1 S
5752 B 8,90 7,47 3,60 8,30 J 3 M
5904 B 9,30 9 6,69 9 J 3 M
5906 0 9,47 9,47 5 6,60 J 3 M
5498 @) 9,30 9,30 7,77 8 J 3 M

139



Tableau 19 (bis) : Récapitulatif des valeurs logatihmiques des concentrations de la flore
intestinale en fonction du site, du temps de consextion post-mortem du prélevement et
du statut des sujets

N° LOG 10 | LOG 10 | LOG 10 LOG 10 . Temps _
identification Espece FT Coli Entero | Clostridies Stte (jours) Sulets
5789 B 8 8 4 3 J 3 S
5869 B 9 7,69 3 3 J 3 S
5876 B 7,47 8,60 3 3 J 3 S
5877 B 8,77 7,47 3 3 J 3 S
5752 B 9 8 3,77 8,47 J 5 M
5904 B 9 8,84 6 8 J 5 M
5906 0 8,47 8,47 5 6,30 J 5 M
5498 @) 9,90 9,30 8,47 7 J 5 M
5789 B 8,60 8,47 4,90 3 J 5 S
5869 B 8,47 5,77 3,60 3 J 5 S
5876 B 8,60 8,47 3 3 J 5 S
5877 B 8 7,30 3 3 J 5 S

FT : Flore totale
Coli : coliformes
Entéro : entérocoques
Espéce : B : Bovin ; O : Ovin ; C: Caprin
Site de prélevement : D : duodénum ; J : jéjunum ; | : iléon
Sujets : S : non suspects entérotoxémie ; M : sispatérotoxémie
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ANNEXE 8

Tableau 20 : Milieux de cultures utilisés pour legxamens bactériologigues avec

indication des fournisseurs

MILIEUX | COMPOSITION | FOURNISSEURS ASPECT DU MILIEU
DE (formule en avant et aprés
CULTURE | g/L eau utilisation
distillée)
Mac Conkey Peptone | 20 Bio-Rod
Lactose 10
Sels 15
biliaires
Cristal 0.001
violet
Rouge 0.05
neutre
Chlorure 5
de
sodium
Agar 15
pH=7,1
TSN Tryptone | 15 Bio-Rod "
(tryptone Sulfite de| 1 w
sulfite sodium
néomycine) Sulfate de|0.05

néomycine
polymyxine
Extrait de

levure

fer

Agar

pH=7,2

Sulfate de| 0.02

Citrate de| 0.5

10
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Tableau 20 (bis) : Milieux de cultures utilisés poules examens bactériologiques avec

indication des fournisseurs

MILIEUX | COMPOSITION | FOURNISSEURS | ASPECT DU MILIEU
DE (formule en avant et apres

CULTURE | g/L eau utilisation

distillée)
D- Bio-Trypcase | 17 Bio-Mérieux

Coccossel || Bio-Thione 3
Extrait de| 5
levure
Bile de bceuf 10
Chlorure de| 5
sodium
Citrate de| 1
sodium
Esculine 1
Citrate de fer| 0.5
ammoniacal
Azide de| 0.25
sodium
Agar 13.5
pH=71

GTS (gélose | | Peptone 15 Bio-Mérieux

trypticase trypsique  de

soja) caséine

Peptone del 5
farine de soja
Chlorure de| 5
sodium
Agar 20
pH=7.2
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RESUME : Les entérotoxémies sont des affections fréquertesuminants caractérisé
le plus souvent par une mort subite La confirmatitiegnostique recourre a des analy
visant a démontrer la présence de I'un des toxpestydeClostridium perfringenst de se
toxines. Ces méthodes complexes peuvent étre reégdaen pratique par le sim
dénombrement d€. perfringensdans le contenu intestinal. Nous l'avons validé 48
cadavres de ruminants. Les résultats démontremnmgutoncentration iléale edlostridium
perfringenssupérieure ou égale a’1Mités formant colonies par millilitre de liquidatéstinal
permet le diagnostic de certitude. Cette conceatrateste stable dans le prélévem
conservé au réfrigérateur jusqu’a 4 jours aprésdet. A I'inverse, les résultats obtenus suf
animaux non atteints d’entérotoxémie permettenkalige ce diagnostic 15 fois sur 22
seuil de concentration de *ifnités formant colonies par millilitre et 19 faigr 22 au seuil d
10" unités formant colonies par millilitre.
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