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INTRODUCTION



-Les entérotoxémies sont des affections des ruminants dues a la pullulation dans I’intestin, de Clostridium
perfringens avec production d’exotoxines protéiques létales. Clostridium perfringens est I’agent bactérien
déterminant de la maladie. Cliniquement ces affections se caractérisent par une mort subite parfois
précédée pendant quelques heures de troubles diarrhéiques, convulsifs et hémolytiques. L’autopsie révele
des lésions congestivohémorragiques disseminées dans I’intestin, des lésions exsudatives avec
accumulation de liguide séro-hémorragique dans les grandes cavités séreuses et des |ésions dégénératives
des parenchymes (foie, rein et muscles) ; la putréfaction des cadavres étant particulierement rapide.C’est
a partir de ces bases épidémiologiques et lésionnelles que s’appuie le diagnostic de suspicion
d’entérotoxémie. Les analyses de laboratoire permettent ensuite de confirmer ou d’infirmer cette

hypothese.
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CHAPITRE I :

Etiopathogenie de I'entérotoxémie chez les ovins et les caprins



|.1. Lesbactéries

1.1.1. Les agents responsables d’enterotoxemie chez les petits

ruminants

Les enterotoxemies des ruminants sont principalement dues aux bactéries du genre
Clostridium. D’autres agents étiologiques peuvent etre responsables de cette maladie
tel que Escherichia coli, mais leur prévalence est tellement faible qu’il me semble
inutile de les détailler. Clostridium est un bacille GRAM positif, anaérobie, tellurique
et capable de sporuler.

Chez les petits ruminants, on connait 3 principaux agents d’entérotoxémies.

1. Clostridium perfringens

a. Morphologie

Clostridium perfringens est un bacille immobile, Gram positif, de 4 pym sur 1,5 pm
avec des bords paraléles et des extrémités arrondies. L’épaisseur de la capsule est
variable en fonction des souches et peut étre discernée par coloration a I’encre de
Chine de fagon aisée sur un prélevement. Les bacilles sont généralement isolés,

parfois groupés en paires. [C. Manteca CEVA SA]

b. Habitat

Clostridium perfringens est une bactérie tellurique et ubiquitaire. Elle est présente le
plus souvent en grand nombre dans I’environnement (sols, boues, poussiéres, litieres).
Le dénombrement de la flore du tube digestif d’un animal sain indique la présence de
cette bactérie a des concentrations inférieures a 103 clostridies par millilitre de
contenu intestinal. Cette concentration est similaire pour I’intestin gréle, le caecum et
le colon.

Une altération de I’équilibre de la flore intestinale se traduit par une prolifération de
C. perfringens pouvant atteindre des concentrations comprises entre 106 a 109

bactéries par millilitre de prélevement. [Ann.3 2005, Latour 2004].

c. Formes de résistance : |es spores
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Les spores de Clostridium perfringens sont ovales et thermo-résistantes. La
sporulation permet a la bactérie de résister dans le milieu extérieur lorsque les
conditions ne sont plus favorables & sa survie c’est a dire lors de modifications de pH
et de température [Ann.3 2005].

d. Caracteres biochimiques et culturaux

Il s’agit d’une bactérie anaérobie stricte, aérotolérante, déficiente en catalase et en
péroxydase, produisant des endospores thermosensibles. Elle posséde un fort potentiel
de réduction du milieu. En effet, la production de divers métabolites et en particulier
d’hydrogéne, au cours de la phase de croissance, a un effet réducteur [Ann.® 2005].

Sa température habituelle de croissance est comprise entre 34 et 37 °C, avec un
optimum a 46°C. Cette température est utilisée lors de I’incubation pour enrichir les
cultures. Son développement est possible pour un pH compris entre 5 et 9 [Shoenian
2005].

Toutes les souches réduisent les sulfites en sulfures. Ce critere est utilisé pour
dénombrer C. perfringens dans I’eau, le sol et les feces. Elle produit des gaz (dioxyde
de carbone, dihydrogéne) et des acides (acides acétique et butyrique) lors des

fermentations de nombreux glucides, en particulier le glucose [Latour 2004].

2. Clostridium sordellii
Clostridium sordellii est responsable de troubles digestifs pouvant étre responsable

d’entérotoxémie des ruminants.

a. Morphologie

C. sordellii mesure 1,6 um de large pour 4,5 pm de long. Cette bactérie est mobile
gréce a son flagelle. Elle produit des spores de morphologie ovalaire. responsable
d’enterotoxemies, de toxi-infection alimentaires et de gangrenes gazeuses post-
traumatiques. Synonyme : C. welchii, enteritis necroticans [Ann.3 2005, Ferrer et al.
2002, Latour 2004].

b. Habitat
Elle est présente dans I’environnement (sol) mais aussi dans I’intestin des animaux et

de L’homme de maniére commensale.
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c.Caracteres biochimiques

C’est un bacille anaérobie, positif a la coloration de Gram. Il possede une uréase,
fermente le glucose, le lévulose et le maltose. |l produit deux toxines : une toxine
létale (LT) et une toxine nécrosante (HT)

3. Clostridium septicum:

Responsable d’cedeme malin chez de nombreuses especes et d’un syndrome
enterotoxemique

Associant des lésions de la caillette chez les petits ruminants [Songer 1998].
Les principaux agents étiologiques d’enterotoxemie sont les mémes pour les ovins et
les caprins: C. perfringens, C. sordellii et C. septicum.

a Habitat:

C. perfringens présente un habitat mixte : I’habitat anaérobie est le plus répandu dans
I’environnement. La plupart du temps, C. perfringens type A est retrouvé dans les
sols, I’air, I’eau ou les poussiéres mais c’est aussi un commensal des flores
intestinales, vaginales ou des voies aériennes supérieures de I’Homme et des animaux.
Il est occasionnellement rencontre dans le rumen, en faible nombre. 11 est détruit dans
I’abomasum. Dans les conditions normales, il peut étre présent dans I’intestin gréle, le
caecum et e colon. Capable de tolérer une semi-anagrobiose, il contamine sous forme
sporulée certains aliments (viande, lait, fruits, Iégumes) et sa présence dans les eaux
est un critere de contamination fécal €] Ann.s 2005, Latour 2004].

Les autres types de C. perfringens ont essentiellement un habitat intestinal
(ruminants).

C. sordellii et C. septicum resident également dans le sol et I’intestin de I’Homme et
des animaux [Latour 2004]. Cependant, certains auteurs soulignent la difficulté
d’isoler C. sordellii dans la plupart des cas de clostridiose ou de mort subite. Cette

rareté suggere qu’il n’est pas commensal du tube digestif [Shoenian 2005].

b. Morphologie

Clostridium peut étre observe sous la forme d’une cellule végétative, dans I’intestin

des ruminants le plus souvent, ou sous la forme sporulée, dans I’environnement.

b.1- Cellule végétative:
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C. perfringens est un bacille épais et court, de 4 a 8 microns de long sur 1 a 1,5
microns de large, GRAM positif, non mobile car dépourvu de flagelle contrairement
aux autres clostridies C. sordellii et C. septicum sont des bacilles plus fins et plus
courts. Ils sont mobiles. Les bactéries peuvent étre isolées, liées 2 par 2 ou en amas. In
vivo, C. septicum forme de longues chaines]Ann.3 2005, Ferrer et al. 2002, Latour
2004]

Clostridium bénéficie d’un atout majeur pour la colonisation du milieu : la rapidité

des générations. Un cycle de réplication ne dure que 10 minutes.

b.2- Spore:

La forme sporul ée est une forme de résistance ala chaleur, aux rayons ultra-violets, a
la dessiccation et a de nombreux désinfectants. C.perfringens peut ainsi subsister de
longues périodes dans I’environnement, et 330 jours dans les viandes [Ann= 2005].

Le déterminisme de la sporulation est environnemental : un arrét de croissance
bactérienne du a un manque de molécules nutritives, a I’exposition a une atmosphere
OXygénée, ou ala

deshydratation provoque I’acquisition de cette forme de résistance. La présence de
conditions de croissance favorables permet |e retour a la forme vegétative [Leonhart
2004].

.1.2 SENSIBILITE ET RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUESET

DETERGENTS

Sensibilite et resistance aux antibiotiques [Mainil et a. 2005]

Il existe des resistances aux antibiotiques chez les animaux, specialement pour les
macrolides, lincosamide, les tetracyclines et |e chloramphenicol. Les connai ssances
sur le mecanisme etl’aspect genetique de ces resistances sont aujourd’hui assez
completes.

a LES BETA LACTAMINES

Les penicillines sont plus efficaces sur Clostridium perfringens que les
cephalosporines. Les resistances aux penicillines sont rares et la production de [3-

lactamase n’a pas ete demontree.
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Si une resistance aux penicillines apparait, elle traduit une baisse d’affinite de la
molecule avec le recepteur PBP1 (Penicillin Binding Protein 1). Certaines souches

sont resistantes aux cephal osporines de seconde et de troisieme generation.

b. RESISTANCE AUX MACROLIDES, LINCOSAMIDES

Le gene de resistance a I’erythromycine est actuellement denomme ermB
(Erythromycine Resistance Methylase). Il permet la synthese d’une methylase qui
provoque la dimethylation de I’ARNr 23S. Ce gene est situe sur un plasmide. Son
apparition chez C. perfringens serait due au transfert d’un plasmide de conjugaison
d’Enterococcus ou de Streptococcus, suivi de la perte de la capacite de transposition.

Un autre gene de resistance decrit chez Clostridium est ermQ.
c. RESISTANCE AUX TETRACYCLINES

Plusieurs genes de resistance aux tetracyclines ont ete mis en evidence chez C.
perfringens.

Le plus courant est nomme tetA(P). Pour des raisons non elucidees, il se situe soit sur
le chromosome bacterien soit sur le plasmide. Son expression provoque la
modification des flux sortants de la cellule. D’autres genes sont connus, comme
tetB(P) et tetM, qui codent pour des modifications ribosomiques. Toutefois, ces 2

genes n’ont jamais ete mis en evidence

simultanement chez C. perfringens.
d. RESISTANCE AU CHLORAMPHENICOL

La resistance au chloramphenicol n’est pas frequente. Elle est due au gene denomme
catP, qui code une acetyl transferase. Un autre gene peut etre incrimine : catQ. Il est

encore plus rare que catP.
e. SENSIBILITEAUX AUTRES ANTIBIOTIQUES

C. perfringens est sensible ala plupart des autres antibiotiques, parmi lesquels on
compte fluoroquinolones, metronidazole, linezolide et glycopeptides.

Aujourd’hui, les antibiotiques de choix utilises pour le traitement d’une infection aC.
perfringens sont les penicillines et eventuellement les cephal osporines. Les
resistances aux tetracyclines, au chloramphenicol et aux antibiotiques du groupe
erythromycinelincomycine limitent leur utilisation.

1.1.6.2 S ensibilite aux antiseptiques et desinfectants




L es organismes sporules sont relativement resistants. C. perfringens presente une
sensibilite moyenne a I’hypochlorite de sodium a 1 % et est sensible aux desinfectants
puissants [ Smith et Shermann 2002].

|.2 Lestoxines

|.2.1 Lestoxinesclostridiénnes

C. perfringens produit 17 toxines differentes (Tableau 1), mais seulement 5
ont un role avere et determinant dans la pathogenie : les toxines a, [, €, 1 et
I’enterotoxine[Daube 1992]. On distingue 3 principaux modes d’action des
toxines majeures : la formation de pores membranaires, la destabilisation des
membranes cellulaires, qui perturbent la permeabilite membranaire des
cellules cible, ainsi que [I’alteration du cytosquelette cellulaire. Les toxines
mineures ont un role secondaire, parfois potentialisant I’action des toxines
majeures.On ignore encore le role precis dans la pathogenie ou le mode

d’action de certaines de ces toxines.
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Tableau |

Gene, mode d’action et activite biologique des toxines

de C [Daube 1992,

Latour 2004, Rood 1998].
Toxine Geéne | Localisation | Activité biologique Effet pathologique
Augmentation de la
Phospholipase C- perméabilité des
lécithinase, hémolysine, endothéliums,
o ple chromosome A : :
nécrotique, létale cytolytique,
(détruite par la trypsine) hémolytique,
leucocytique
o ; Nécrose hémorragique
i Nécrotique, létale gl
B epbl plasmide s 3 de la muqueuse
{détruite par la trypsine) ; :
mtestinale
Formation de pores ? _— —
B o Nécrose hémorragique
; Altération des
[3 5 cpb2 plasmide — de la muqueuse
membranes cellulaires * : ;
o : mtestinale
(détruite par la trypsine)
Augmentation de la . .
£l e i Oedémes, cedémes
: perméabilité capillaire, i : i
£ ety plasmide S, . périvasculaires, nécrose
nécrotique, létale e e
o : cérébrale et rénale
(activée par la trypsine)
iap/ib . Actine spécifique-app- | Nécrose de la muqueuse
1 P plasmide . p 1 ; : q
p ribosyltransferase intestinale
Formation de pores
i ; membranaires, Fuite d’ions,
. ; Chromosome/ ; : :
Entérotoxine cpe ; veérotoxique, deshydratation
plasmide . ; A . : :
entérotoxique (reésistante cellulaire, diarrhée
a la trypsine)
0 pfoA chromosome Hémolysine Virulence secondaire
K colA chromosome | Collagénase, gélatinase Virulence secondaire
Protéase : caséinase, . _
A lam chromosome o Virulence secondaire
oélatinase
Endo-f-N-acétyl- . _
il nagH | chromosome o Virulence secondaire
glucosaminidase
o nanl, o o . )
Sialidase chromosome | Sialidase, neuraminidase | Virulence secondaire
nantd




1) Toxine a

Cette toxine est synthetisee par tous les types de C. perfringens. Elle n’est
donc specifique d’aucun type de Clostridium, sa detection n’a pas de valeur
diagnostique. Elle est la toxine maeure de C. perfringens type A, chez qui
elle est produite en plus grande quantite.

= CYTOTOXICITE

La toxine a a une action phospholipase C. En presence d’ions calcium, elle

hydrolyse la phosphatidylcholine et la sphingomyeline, deux composants
importants de la membrane phospholipidique cellulaire. L’inactivation des
pores membranaires conduit a une forte perturbation des flux ioniques, creant
un appel osmotique : la diminution des entrees d’ions provoque une baisse
d’hydratation dans la cellule. Chez le rat, [Iinjection in vitro d’une
preparation avec la toxine a sur anse colique ligaturee, provoque une
secretion importante d’ions chlorure. La sortie d’ion CIl- est due d’une part
aux protéines, mediatrices de I’inflammation, d’autre part aux modifications
de la concentration cellulaire en ions calcium.La sortie d’eau qui S’en suit
contribue a I’effet cytotoxique de la toxine.

Chez les petits ruminants, aucune mesure des transports d’ions n’a ete
realisee pour expliquer le mecanisme precis de cette sortie d’eau. Mais le
modele du rat semble pouvoir etre rapporte a ces especes [Mariano et Uza
2005].

= ACTION DANS L’INTESTIN

Le role de la toxine a dans la pathogenie enterique n’est pas clairement

defini. L’inoculation de toxine o sur anses intestinales ligaturees d’agneaux
induit une forte exsudation de liquide.

Experimentalement, il n’a éé observé que I’augmentation de la permeabilite
membranaire etait biphasique. Ceci suggere la double action de la toxine a:
morphologique et physiologique. Le mecanisme reste flou, d’autant plus
grgeu’aucune modification morphologique des enterocytes n’a ete observee a
ce jour. La toxine a n’a donc pas de role majeur dans I’intestin, elle induit

simplement une inflammation aigue de la paroi intestinale, avec une

Sl



exsudation dans la lumiere ileadle et coliqgue, dans les 4 h qui suivent
I’inoculation [Mariano et Uzal 2005].

= ACTION DANS L’ORGANISME

Une fois absorbee dans le flux sanguin, la toxine a provoque une

augmentation de la permeabilite des vaisseaux sanguins. De plus, elle agit sur
la membrane des hematies et provogue une hemolyse intravasculaire et
I’agregation plaquettaire. Il s’en suit de nombreuses lesions organiques et un
etat de choc[Mariano et Uza 2005, Van Metre et al. 2000].

2) Toxine 31

Elle est produite par C. perfringenstypes B et C.

La toxine [(: est un polypeptide de 309 acides amines. Elle a une action
cytotoxique sur les villosites des cellules epitheliales par formation de pores
membranaires. Son action necrosante entraine la destruction et la
desquamation de la muqueuse. L’extension des lesions est rapide atteignant
les cellules des cryptes, la lamina propria puis la musculeuse. Les pertes
cellulaires induisent des hemorragies intra-luminales. L’absorption de la
toxine qui s’en suit provoque des signes systemiques. Les organes cibles sont
le coeur, les vaisseaux et les ganglions lymphatiques [Leonhart 2004, Niilo
1988, Rood 1998]. Cette molecule est lysee dans I’intestin par la trypsine.
Les inhibiteurs de proteases digestives ou un deficit en secretion
trypsinogenique favorisent I’expression de la virulence de la toxine B
[Manteca et al. 2005]. L’instabilite de cette toxine dans le contenu intestinal
peut venir contrecarrer un diagnostic correct et faire suspecter a tort C.
perfringens type A comme responsable de lamaladie.

3) Toxine 32

Long temps confondue avec la toxine (1, la toxine Bza d’abord ete isolee sur
des porcs presentant une enterite necro-hemorragique, et plus tard chez
d’autres especes dont I’agneau et le chevreau. Malgre des similitudes
biologiques, leur sequence en acides amines ne presente aucune homologie
significative et elles sont differentes d’un point de vue serologique, sans

reaction croisee possible.
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La toxine B2 a une action cytotoxique par formation de pores membranaires,
elle est responsable de lesions necrotiques, hemorragiques graves, d’abord de
I’intestin  puis apres son absorption sur les organes internes [Dray 2004,
Manteca et al. 2002, Manteca et al. 2003].

Cette toxine majeure peut etre associee avec la plupart des toxinotypes, mais
plus principaement avec C. perfringens type A. Les types C et D peuvent
aussi produire la toxine 2, mais plus rarement[Dray 2004].

Une synergie entre les toxines o et [z est suspectee. On considere que 60%
des cas d’enterotoxemie du veau sont dus a I’action couplee de ces 2
toxinesfManteca e a 2003]. Chez les petits ruminants, un cas
d’enterotoxemie type A a ete diagnostigue chez un chevreau, ou certains
isolats bacteriens portaient le gene de la toxine B2, laissant presager un role de
cette toxine dans I’enterotoxemie caprine [Manteca et a 2003]. De meme,
des souches de C. perfringens type A contenant le gene B2 ont ete isolees chez
des ovins, mas aucune etude ne permet de preciser S cette toxine etait
effectivement produite [Manteca et al. 2005].

4) Toxine €
Elle est produite par Cl. perfringens type B et D.
= STRUCTURE

Cette toxine est constituee d’une chaine polypeptidique de 38 kDa. Le gene

correspondant est situe sur un plasmide. Il fut difficile a mettre en evidence
jusqu’au moment ou la methode pcrR a permis un diagnostic plus aisela
chaine polypeptidique est tout d’abord synthetisee sous forme d’une
prototoxine atoxique et thermostable. Elle est ensuite activee dans [I’intestin,
grace a la trypsine pancreatique et la toxine mineure A, qui catalysent le
clivage au niveau du 16eme acide amine[Manteca et al. 2005].

= CYTOTOXICITE

La croissance de Clostridium conduit a I’accumulation de toxine & dans

’intestin. A la faveur d’une stase alimentaire, la permeabilite intestinale
augmente rapidement et de grandes quantites de toxine sont absorbees. Des
sensibilites specifiques permettent une plus ou moinsbonne resistance aux
effets locaux de la toxine, et donc une plus ou moins grande resistance a sa

penetration dans I’organisme.
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Quelques incertitudes demeurent quant a son role precis dans la pathogenie et
son mecanisme d’action. En stimulant [I’adenylcyclase membranaire, elle
provoque une augmentation de I’ampc. Les reactions en chaine qui suivent
aboutissent d’une part a la glycogenolyse et d’autre part une augmentation de
la permeabilite membranaire. Cette augmentation de I’ampc expliqgue donc
I’hyperglycemie et la glucosurie observee chez les animaux malades [Popoff
1979.Manteca et al. 2005].

De nombreuses cellules de I’organisme  possedent des  recepteurs
membranaires a la toxine €. Selon le type de cellule cible, les consequences
sont variables{Uzal et al. 2003]. Mais les recepteurs de la toxine € ne sont pas
clairement identifies. De meme, les modalites d’actions demeurent inconnues
: la toxine ¢ agit-elle seule ou associee, directement ou indirectement ? Quel
est le role du micro-organisme lui meme?

Des pistes se dessinent : il a ete demontre in vitro que la toxine € seule
n’avait pas d’action sur les cellules endotheliales. Ceci suppose action
couplee avec d’autres toxines ou avec des molecules presentes dans le sang,
ou encore en interaction avec la paroi des vaisseaux[Uzalet al.' 1999]. Pour
eclairer ces hypotheses, la toxine € purifiee a ete injectee en intraveineuse
chez I’agneau. Des symptomes et des lesions identiques a ceux d’une
enterotoxemie type D sont regpparus. Le role de la toxine o ou des autres
toxines ains que de Clostridium lui-meme serait alors minime dans la
pathogeniefUzal et al. 2003]. Les roles des parois vasculaires et des cellules

sanguines n’ont pas ete precises.

= ACTION SUR L’ENDOTHELIUM DE L’ENCEPHALE

Le modele etudie jusqu’a ce jour est celui des cellules MDCK (Madin Darby

Canine Kidney). Ce sont des cellules epitheliales renales, qui servent souvent
comme modele d’etude des epitheliums et endotheliums. La toxine ¢
s’associe a un recepteur specifigue present sur la membrane des cellules
MDCK, formant un complexe de 155 kDa La cytotoxicite apparait
simultanement a la formation du complexe. Si ce mecanisme etait valable
dans I’encephale, il expliquerait la degenerescence et la necrose specifique
des cellules endotheliales in vivo[Uzalet al.» 1999)].
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L’experience a ete reproduite, sans succes, sur des cellules endotheliales de la
crosse aortiqgue. On ne peut pourtant pas conclure qu’un tel resultat serait
obtenu avec les celules endothelides de [I’encephale car elles sont
particulieres : jonctionsinter cellulaires serrees,

faible taux d’endocytose, deficit en collagene perivasculaire, membrane
basale epaissie et association intime avec les astrocytes.... Ces specificites
assurent I’efficacite de la barriere hemato-meningee a assurer I’homeostasie
du milieu extra cellulaire cephalique[Chen et al.. 1998]A ce titre, eles ne
peuvent etre etudiees de la meme maniere que les cellules endothelides des
vai Sseaux.

= ACTION SUR LES CELLULES NERVEUSES

La toxine € est responsable d’une symptomatologie nerveuse importante dans

le cadre des enterotoxemies B e D. Elle provoque la liberation
d’acetylcholine au niveau des terminaisons nerveuses cholinergiques. A
faible dose, €ele induit la liberation excessive de glutamate, d’ou d’importants
dommages neuronaux[Manteca et al. 2005]. La toxine € agirait directement
sur les astrocytes en perturbant la dynamique des fluides jusqu’a la mort
cellulaire [Uzal et al.! 1999]. Il est ete mis en evidence que la toxine €
pouvait agir directement sur les neurones chez le rat, induisant leur
degenerescence et leur necrose. Les lesions cerebraes aors observees
n’etaient pas dues a la microangiopathie [Uzal et al 2004].L’existence d’un
recepteur a la toxine € sur les astrocytes permettrait d’expliquer les
differences lesionnelles observees chez les ovins et les caprins. Alors que les
premiers  presentent  systematiquement des lesions  d’encephalomalacie,
I’encephale des seconds reste le plus souvent intact. Le recepteur serait
present chez les ovins et absent ou non fonctionnel chez les caprins [Uzal et
al.} 1999].

» CONSEQUENCES LESIONNELLES DANS L’INTESTIN ET

DANS L’'ORGANISME

L’action sur les endotheliums permet une augmentation de la permeabilite

vasculaire, donc la formation d’oedemes. Il en resulte : oedeme et necrose du
systeme nerveux responsables de troubles nerveux, oedeme perivasculaire et

intra lobulaire au niveau des poumons, oedeme myocardique et pericardique,
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petechies sur les sereuses, lesions renales s’accentuant apres la mort par la
lyse rapide du parenchyme renal. L’action sur les hepatocytes provoque la
destruction des reserves de glycogene et donc une hyperglycemie, suivie
d’une glucosurie.Une action sur les macrophages est egalement decrite.

La toxine € est une des plus puissantes toxines produites par C. perfringens.
Les lesions cerebrales et vasculaires sont les plus frequentes et les plus
caracteristiques.

Cette toxine quoique resistante, n’est pas retrouvee systematiquement dans le
contenu intestinal : soit elle est absorbee dans I’organisme, soit elle est
detruite dans I’intestin quelques heures apres la mort de I’animal. Son
utilisation pour le diagnostic d’enterotoxemie s’en trouve limitee. Pour le
typage d’une souche isolee, elle reste tres utile[Popoff 1979, Uzal 2004, Uzd
et al. 2003, Uzal et Kelly: 1998].

5 Toxine 1

Seul C. perfringens type E produit la toxine 1. Elle est constituee de 2 chaines
polypeptidiques. Le composant actif a un poids moleculaire de 47,5 kDa. Il a
un role aprribosyltransferase specifique du groupement Actine. Le second
composant fait le poids moleculaire de 71,5 kDa et n’a qu’un role liant.Son
activite consiste a desorganiser le cytosquelette cellulaire en inhibant la
regeneration del’actine [Rood 1998].

6) Toxine d

C’est une toxine mineure produite par les souches types B et C. Son pouvoir
pathogene s’exprime essentiellement chez les petits ruminants et les porcs.
Elle provoque [I’hemolyse des globules rouges par augmentation de la

permeabilite membranaire [Manteca et al. 2005].
7) Enterotoxine

Elle est produite par la plupart des souches en phase de sporulation du
Clostridium dans [P’intestin. Elle est constituee d’une chaine polypeptidique
de 34 kDa Sa nature biochimique la rend thermolabile : elle perd son
pouvoir toxique grace un chauffage de 10 minutes a 60°C.

L’enterotoxine agit sur la permeabilite membranaire aux acides amines, ions,
glucose, eau... de maniere a inhiber la synthese proteique, et par consequent

a diminuer la viabilite de la celule. Son effet est donc principalement
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cytotoxique. Dans I’intestin, elle induit une reponse secretoire et de serieuses
lesions epitheliales [Lucas et al. 1991]. L’injection intraveineuse d’extraits
bacteriens de C. perfringens enterotoxinogene sporules chez des ovins induit
des lesions de congestion intestinale, congestion du foie, de la rate, des
poumons, des reins avec parfois de [Iascite et un hydrothorax. Cette
experience n’est cependant pas suffisante pour demontrer I’implication de C.
perfringens type A enterotoxinogene dans la maadie chez le mouton[Daube
1992].

L’enterotoxine est active sur de nombreux types cellulaires : enterocytes,
hepatocytes... grace a la reconnaissance d’un  recepteur proteique
membranaire appele CPE-R.

Une etude revele de nombreuses ressemblances structurales entre CPE-R et
un recepteur membranaire est isole chez la souris, sur culture de celules
endotheliales, par une technique d’hybridation d’ADN. Ce recepteur est
appele MBEC: (Mouse Brain Endothelial Cells) et il est present sur de
nombreux endotheliums et epitheliums.

Sa sequence en acides amines a 71% de similarite avec celle de | human
CPE-R | et auss de nombreux domaines hydrophobes. Or chez la souris, le
recepteur MBEC: a ete mis en evidence au niveau de nombreux organes :
encephale, endotheliums arteriel et veineux, coeur, rate, rein, foie, pancreas,
mesentere, epithelium pulmonaire, trachee [Chen et al. 1998]... Une voie de
recherche reste a explorer pour connaitre les modalites d’action de
I’enterotoxine sur les organes cibles. Cette toxine n’est plus detectable dans
le contenu intestinal 6 heures apres son inoculation intra-duodenale chez des

ovins. Elle aurait donc une courte persistance dans I’intestin [Daubel992].
1.2.2. LESTOXINES DE CLOSTRIDIUM SORDELLII

C. sordellii produit 2 toxines, une toxine hemorragique (HT) et une toxine
letale (LT).

1) ToxineHT

La toxine HT (toxine hemorragique) est produite en phase de sporulation.
Elle est de nature proteique et est inactive a pH inferieur a 6,5 ou superieur a
8,5. Son mode d’action est proche de celui de la toxine A de Clostridium
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difficile.  L’injection intra-dermique sur des cobayes met en evidence une
action dermo-necrotique, mais non letale. Sur des anses intestinales
ligaturees, elle induit une necrose hemorragique de la muqueuse ilede. In
vivo, la toxine HT provogque une enterite necro-hemorragique, au niveau de
I’intestin grele[Latour 2004].

2) ToxinelT

La toxine LT (toxine letale) est produite pendant la phase de croissance
bacterienne, et presente des similitudes antigeniques avec la toxine B de
Clostridium difficileLa toxine LT est de nature proteique. Le poids
moleculaire est estime a 25 kDa Cette molecule est thermolabile et est
denaturee a pH inferieur a 5 ou superieur a 8. L’action des proteases n’altere
pas son activite biologique, sauf la a-chimotrypsine qui induit une perte
d’activite de 50%. En revanche, les traitements oxydants inactivent
totalement la toxine. Des experiences de denaturation ont revele I’importance
des acides amines tryptophane et methionine dans I’effet letal de la toxine.
De plus, les ponts disulfures entre les groupements thiols sont primordiaux
pour I’activite biologique [Popoff 1987].

L’effet toxique est multiple. Par injection intra-peritoneale ou intra-veineuse
a des souris, la toxine a un effet letal. Par injection intra-dermique a des
cobayes, €lle provogue un oedeme et un erytheme. L’action sur la paroi
digestive a ete etudiee sur des anses intestinales ligaturees, et revele une forte
exsudation [Popoff 1987].

La toxine a un effet restreint sur la muqueuse digestive, mais lors d’infection
clostridienne, I’augmentation de la permeabilite intestinde favorise le
passage de la toxine dans I’organisme, avec des effets similaires a ceux

observe par inoculation intra peritoneale ou intra veineuse [Leonhart 2004].

- Role dans la pathogenie :

Les avis divergent quant au role de C. sordellii dans la pathogenie des
enterotoxemies. Il a ete isole seul ou associe a Fusobacterium necrophorum,
Clostridium bifermentes ou Clostridium sporogenes dans la caillette d’ovins
morts d’enterotoxemie. Le role pathogene de ces germes anaerobies ayant ete

ecarte, C. sordellii devient I’unique responsable de la mort des moutons
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[Lewis et Naylor 1998]. Un autre argument est en faveur de sa pathogenicite

C. sorddlii n’a ete identifie que chez des animaux atteints d’enterotoxemie et
semble absent chez I’animal sain. Pourtant, une etude recente revele que les
souches de C. sordellii isolees sur des bovins malades etaient negatives avec
les sondes HT et LT [Manteca 2003]. Un resultat similaire a ete obtenu sur
des souches prelevees sur des ovins morts d’enterotoxemie [Manteca et al.
2005]. Il est donc peu probable que les toxines soient produites. De plus, ces
souches sont biochimiqguement proches de C. bifermentes, souche non
pathogene.

Bien que C. sordedlii soit isole dans environ 15% des cas d’enterotoxemie

ovine ou caprine, son role dans la pathogenicite est contestable.

|.2.3.LESTOXINESDE CLOSTRIDIUM SEPTICUM :

C. septicum produit de nombreuses toxines potentiellement pathogenes
neuraminidase, Dnase, sialidase... Il produit egalement 2 toxines majeures.

La toxine a agit principalement dans I’intestin. C. septicum synthetise une
protoxine, qui, une fois fixee sur son recepteur, est activee par les proteases
digestives. Les differents peptides ains actives migrent, se regroupent et
forment un pore membranaire. Son action est letale, hemolytique et
necrotiqgue [Manteca et al. 2005]. La toxine [ agit plutot dans I’abomasum et
a une activite desoxyribonuclease]Popoff 1994]. Clostridium perfringens
produit une grande variete de toxines.

La bibliographie sur [I’action des toxines clostridiennes chez les petits
ruminants revele de nombreuses etudes sur la toxine € et tres peu sur d’autres
toxines comme la toxine o. Les scientifiques s’interrogent davantage sur
I’enterotoxemie type D. D’apres les modes d’action, les phases de la
pathogenie sont identiques chez les ovins et les caprins. dteration et
permeabilisation de la paroi intestinale, penetration des toxines puis des
bacteries dans I’organisme et action sur les organes cibles.

On distingue une variabilite specifigue au niveau de la sensbilite aux
toxines. Les caprins seraient depourvus de recepteurs a la toxine ¢

fonctionnels dans I’encephale. L’absence de recepteurs sur cet organe cible
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expliquerait la rarete des encephaomalacies, contrairement aux ovins qui
presentent tres souvent des signes nerveux. Par ailleurs, tous les mecanismes
ne sont pas encore elucides. On s’interroge sur I’action synergique des
toxines o et Bz dans I’enterotoxemie caprine type A, maladie causant des

deces chez le chevreau.

CLASSIFICATION DE CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS:

1) Classification en toxinotypes

La grande variete de toxines produites par C. perfringens a permis dans un
premier temps la distinction de types et de soustypes. Une premiere
classification des souches de C. perfringens est fondee sur leur capacite a
produire les 4 toxines majeures : alpha, beta 1, epsilon et iota. On utilise donc
une classification phenotypique. Cing types de C. perfringens sont ans
definis dans la classification de Wildson, datant de 1933 et encore souvent
utilisee aujourd’hui (cf. Tableau I1). Les 5 profils sont eux meme subdivises
selon les types de production de toxines dites mineures [Manteca et Daube
1994].. Les toxinotypes A, B et C se divisent respectivement en 2, 2 et 5
sous-types. Mais la classification en sous-types a une utilite restreinte. Alors
gue certains sous-types, ont une specificite geographique ou d’hote, leur
interet diagnostique est nul, puisque les anticorps neutralisants utilises pour le
diagnostic sont diriges contre les toxines maeures. Les valences mineures ne
sont pas verifiees [Daube 1992].. Deux autres toxines majeures existent,
I’enterotoxine et la toxine B2, chez C. perfringens et ne sont donc pas utilisees
pour le typage [Manteca et Daube 1994, Latour 2004, Uzal 2004].. Outre
I’importance taxonomique de la classification phenotypique, elle permet de
comprendre la pathogenie en associant chague entite pathologique aux

toxinotypes correspondants.







Tableau Il : Principales maladies dues a C. perfringens chez les ovins et les caprins :
classification toxingenique [Daube 1992, M anteca et Daube 1994, Uzal 2004]

Toxines
majeures
C. perfringens type roduites Ovins Caprins

o | Pz |

. Maladie de I’agneau ; i
A H| - -] - : Entérotoxémie
jaune

B + | ++| + | - | Dysenterie de I'agneau | Entérite hémorragique

Entérite hémorragique
Ciaz |+ -] - (jeune) Entérite hémorragique
Struck (adulte)

D |- |+ ] - Maladie du rein pulpeux

E + - - |4+ Entérotoxémie Entérotoxémie

++

Principal e toxine produite
+ Toxine secondaire, en general produite en quantite moindre
- Toxine non produite

@ Sous type

2) Classification genotypique [Rood 1998]

Des souches de meme toxinotype pourraient avoir des genomes differents,
avec la mobilite probable de genes de la virulence, notamment des genes
plasmidiques . La classification phenotypique, jugee trop restreinte, est
progressivement abandonnee au profit d’une classification genotypique
(Tableau I11).
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Tableau |11 : Toxinotypes et genotypes associes de Clostridium perfringens

ToxinoTyPE G ENOTYPES ASSOCIES

ple
ple, cpe
ple, cpb2

ple, cpb2, cpe

ple, epbl, etx

ple, cpbl, etx, cpe

ple, epbl
ple, epb2
C ple, cpbl, cpe
ple, cpb2, cpe

ple, cpbl, cpb2, epe

ple, etx

ple, etx, epe

ple, iap, ibp

E ple, iap, ibp, cpe

ple, iap

1) ETUDE GENETIQUE

- Chromosome bacterien

C. pefringens est la premiere bacterie cram positif chez qui la carte
genetique a pu etre dressee (figure 2).

La souche cpn50, qui sert de modele, possede un chromosome circulaire de
3,6 Mb ou 24 genes ou regions genetiques ont ete decodes. Le site d’origine
de la replication est nomme oriC. A proximite se trouve la plupart des genes
de toxines, soit 250 kb. Les genes toxiniques situes sur le chromosome
bacterien sont : plc le gene de la toxine a, pfoA le gene de la toxine 6, colA le
gene de la toxine k, nagH gene de la toxine p, nanH et nanl genes de la
sialidase ...

Le gene de I’enterotoxine, cpe, est variablement situe sur le chromosome ou
un plasmide.Tous ces loci constituent paradoxalement la region la plus
instable, pour des raisons non connues a ce jour. Au contraire, les genes de
regulation dexpression des genes toxiniques avoisinent le site de terminaison

de la replication, a I’oppose de oriC.




Les chromosomes de chacun des 5 toxinotypes ont une structure proche. La capacite
de produire certaines toxines resulte de I’acquisition ou la perte de genes de toxines

specifiques, situes sur des elements extra chrosomique.
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Figure 2: Carte genetique du chromosome de C. perfringens CPNso[Rood 1998]

-Geneplc:toxinea:

La comparaison des sequences en nucleotides du gene plc de chaque
toxinotype, revele une identite phylogenique. La toxine a comporte le meme
enchainement en acides amines chez tous les types de C. perfringens, avec
peu de variances. La difference entre le toxinotype A et les autres, resulte de
la regulation de I’expression de plc et non d’une modification de sa sequence
et I’aptitude a synthetiser les toxines (3, € et 1. G enes p foA, c olA, n agH et |
am : toxines enzymatiques.

Le gene pfoA code pour la toxine O, perfringolysine O, dont I’action est
hemolytique. Une etude sur Escherichia coli montre qu’une deletion sur le

gene pfoR reduit I’activite hemolytique. Le gene pfoA semble donc regule par




pfoR. Cette hypothese reste a confirmer pour C. perfringens. La
perfringolysine module I’activite hemolytique du bacille, mais son role dans
la virulence n’est pas essentiel. Le gene colA est separe de pfoA par 2 loci. Sa
transcription donne une pro-collagenage, qui ne devient active qu’une fois
liberee dans le milieu. Le role de la toxine k dans la virulence reste a prouver.

De meme, les genes nagH et lam codent respectivement pour les enzymes [3-
N-Acetylglucosaminidase soit la toxine p et une caseinase, soit la toxine A.
Leur role dans la virulence demeure inconnu.

G enes n anH et n anl : saidase Comme de nombreux pathogenes, C.
perfringens  produit une Sididase ou une  neuraminidase,capables
d’hydrolyser  I’acide  sialique, composant primordial des membranes
cellulaires. Le gene nanH code pour une [ petite sialidase [, d’un poids
moleculaire de 42,8kDa, qui semble provenir des toxines homologues de C.
sordellii et de C. septicum. Le gene nanl code pour une I grande sididase [ ,
d’un poids moleculaire de 73 kDa, dont la sequence en acides amines
presente 26% de similitude avec la [ petite sididase [ . Leur modalite
d’action varie :ces 2 enzymes agissent a des temperatures optimales propre

sur des substrats differents.

- Plasmides:

Les plasmides sont des elements extra-chromosomiques, instables et capables
d’etre transfere d’une bacterie a une autre, permettant ainsi un echange
d’information  genetique, I’acquisition de resistance ou [I’apparition de

NOUVEaUX Caracteres.

-Genecpbl:toxine31

Ce locus est situe sur un grand plasmide. De nombreuses ressemblances ont
ete identifiees avec le gene de la toxine a de Staphyloccocus aureus. La
toxine 1 est constituee de 309 acides amines. Elle est tres instable dans le

contenu digestif car sensible alatrypsine intestinae.

- Genecpb2: toxine 32

Ce locus fut decouvert recemment. Il est situe sur un grand plasmide.
Longtemps confondue avec la toxine [, il s’est en fait avere que ces 2

toxines avaient des sequences tres differentes.
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-Geneetx:toxinee:

Il est situe sur un grand plasmide. Le gene etx code pour une chane
polypeptidique de 283 acides amines, qui apres clivage par la trypsine
digestive, donne la toxine €. D’importantes similitudes ont ete revelees, a
hauteur de 20 et 27% de sequence identique avec les genes mtx2 et mtx3 chez
Bacillus sphaericus. Cette ressemblance peut etre fortuite ou plus

probablement due a une origine commune.

- Genesi ap/iab : toxine1

La production de la toxine 1 caracterise le toxinotype E, particulierement rare.
L’expression de ces genes est donc peu frequente. Par ailleurs, il s’agit de la
seule toxine, composees de 2 chaines polypeptidiques. L’expression des
genes iap et iab obeit a un promoteur unique. Dememe que pour les autres
genes de toxines plasmidiques, une ressemblance a ete etablie avec la toxine

de Bacillus anthracis, avec 33% de sequence identique.

-Requlation de la production de toxines:

S on met en culture croisee 2 souches mutantes, toutes 2 incapables de
produire la toxine 6 on observe tout de meme une hemolyse. Il a ete prouve
gue le premier mutant produisait une exo proteine, qui activait la synthese de
la toxine 6 chez le second mutant. En effet, le premier avait subi une
mutation sur la sequence meme du gene de la toxine, et le second avait subit
une mutation sur le gene de la proteine activatrice. Tous 2 etaient inaptes a
produire la toxine mais la culture croisee a permis une complementation
fonctionnelle.  Cette  experience montre qu’il existe des substances
activatrices et que la synthese des toxines est regulee.

La regulation de [P’expression des genes toxiniques depend de substances
activatrices et du systeme virSvirR. Ces genes sont chromosomiques. La
proteine virS est enchassee dans la membrane cytoplasmique.

Suite a son activation par une substance extra-cellulaire, elle subit une
autophosphorylation. Une reaction en cascade demarre, via la proteine VirR,

qui induit la transcription de genes toxiniques. Les loci sensibles a cette
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regulation sont pfoA, nanH, nanl, colA (et colR ?), plrR( ?) qui a son tour
stimule I’expression de plc. D’autres modalites de regulation existent, mais

demeurent inconnues. [Rood 1998].

Enterotoxine:

C’est la seule toxine synthetisee en phase de sporulation. Elle est codee par le
gene cpe, localise sur le chromosome bacterien ou sur un plasmide.
Seulement 6% des isolats de C. perfringens possedent le gene cpe et
produisent la toxine. Le determinisme de la transcription du gene cpe n’est
pas connu. L’hypothese de promoteurs communs avec les genes de la

sporulation semble plausible [Rood 1998].

-NOUVELLE CLASSIFICATION :

Une simplification de la classification semble s’imposer au vu de [I’affection

decrite, meme s certains marqueurs epidemiologiques se revelent utiles pour
le diagnostic de certaines souches. Cette classification ne repose plus sur le
toxinotype mais sur latoxine

principalement produite. On definit C. perfringens type A non producteur
d’enterotoxine comme souche de base. Nous avons donc 5 categories de
souches : type A non enterotoxinogene, celles produisant essentiellement les
toxines [3, €, 1 ou I’enterotoxine[Daube 1992].

Tableau I'V: Definition des nouvelles categories de C perfringens [Daube

1992]

*



Facteur de
Catégorie Toxinotypes impliqués
virulence principal

1 Toxme a Type A non entérotoxinogeéne

Type B non entérotoxinogene
2 Toxine Type C non entérotoxinogeéne
Type C entérotoxinogene

Type D non entérotoxinogéne

? L Type D entérotoxinogéne
4 Toxine 1 Type E (le géne cpe n’est pas exprimé)
5 Entérotoxine Type A entérotoxinogene

C. perfringens est I'agent principal d’entérotoxémie chez les petits ruminants. Les ovins et
les caprins sont sensibles a chacun de ses toxinotypes, avec cependant des spécificités lides
a I'espéce et a I’age, induisant une variabilité au niveau de ['expression clinique.
(¢f 11. Etiopathogénie et III Etude clinique). C. sordellii et C. septicum sont également

responsables d’entérotoxémie chez les ovins et les caprins.




CHAPITRE I :

Epidimiologie



I1.1. EPIDEMIOL OGIE DESCRIPTIVE

1.1.1.

ESPECES

SENSIBLES

GEOGRAPHIQUE

ET

REPARTITION

C. perfringens est une espece bactérienne présente dans le tube digestif de toutes les

especes animales et de I’Homme. Sa répartition est mondiale. Certains toxinotypes

ont des spécificités géographiques ou d’hote (Tableau V).

Tableau V : Maadies associées aux divers toxinotypes (classification traditionnelle)

de C. perfringens, especes cibles, répartition [ Daube 1992]

Toxinotype | Symptomatologie associée Espéces cibles Distribution
Gangréne sazeuse Homme Cosmopolite
Mammite Bovin (-B, Japon
A Entérite nécrotique Volaille Cosmopolite
Colite Equins Scandinavie
Commensal de I'intestin, sol Homime, animal Cosmopolite
A, Intoxication alimentaire Homme Cosmopolite
; . Ovins, bovins, s :
B, Dysenterie de 1’agneau Rt Afrique du Sud, G-B
¢quins
B: Entérotoxémie Ovins, caprins Iran
: . ; Afrique du Sud, G-B,
Ci Struck Ovins 1 A
Australie
: I ; : Ovins, bovins, ;
C, Entérite nécro-hémorragique S USA. G-B
équins
. W . . USA, G-B
C; Entérite nécro-hémorragique Porcelet 9 it
Scandinavie
Cs Entérite nécro-hémorragique Homme, volaille Allemagne
. - i . ; Papouasie nouvelle
Cs Entérite nécro-hémorragique Homme S
= Guinge
' — Ovins, caprins, \ .
D Entérotoxemie : ' Cosmopolite
bovins
E Entérotoxémie Ovins, bovins G-B, Australie

Chez les caprins, C. perfringens A et D sont les plus souvent incriminés lors

d’entérotoxémie. Les autres types ont été cependant signalés : C. perfringens B en

Iran et C. perfringens C en Angleterre et aux Etats-Unis [Chartier et Broqua 1995].




Les ovins sont sensibles a davantage de toxinotypes différents, mais les toxinotypes A

et D demeurent les plus fréquents [ Songer 1998].

[1.1.1.1. Chez les caprins

L’entérotoxémie est la seconde cause de diarrhées (20% des cas) chez la chévre
[Mitchell 1999]. De plus, 30% des autopsies caprines a I’AFSSA site de Niort sont
des entérotoxémies. C’est un motif de réforme non négligeable : sur un taux de
réforme moyen de 27% en élevage laitier intensif, la moitié des sorties ont une cause
digestive : acidose et/ou entérotoxémie (motif de réforme exact parfois non
différencié). Ces valeurs sont tributaires du mode d’élevage, puisqu’en Australie ou
I’élevage caprin est extensif, I’entérotoxémie ne represente que 6,8% des autopsies
[Chartier 2002].

L’ étude de 78 souches de Clostridium isolées au laboratoire d’étude et de recherche
caprine (LERC) de I’AFSSA site de Niort, a révelé que le toxinotype C. perfringens A
était isolé dans 54% des cas confirmés d’entérotoxémie, suivi de C. perfringens D
avec 29% des cas, puis de C. sordellii avec 16% des cas et de C. septicum avec 1%
des cas (figure 3) [Chartier et Brogua 1995].

C. septicum

C. sordellii
16%

Figure 3 : Proportion des différents toxinotypes de Clostridium dans les

entérotoxeémies caprines [Chartier et Broqua 1995].




Parmi les entérotoxémies dues a C. perfringens, environ 65% sont causées par le type
A et 35% par le type D. Malgré la prédominance apparente du toxinotype A, les
scientifiques ont longtemps douté de sa réelle pathogénicité. Le toxinotype D est
traditionnellement considéré comme le principal agent étiologique d’entérotoxémie
caprine. Une étude menée sur des especes exotiques met effectivement en évidence
une prévalence du toxinotype D supérieure a celle du toxinotype A chez les chevres
[Sipos et a. 2003]. De plus, les méthodes modernes de laboratoire ont rapidement
permis de reproduire des entérotoxémies de type D et de les modéliser assez
efficacement. Les scientifiques ont validé la pathogénicité du type D mais pas celle du
type A. Par ailleurs, le toxinotype A a été longtemps jugé inoffensif car ubiquiste et
commensal de I’intestin. Les nouvelles méthodes de diagnostic arrivées dans les
années 1990, comme la PCR et surtout ELISA ont permis de faire émerger
I’hypothése du toxinotype A. Cette hypothése n’a pas encore fait ses preuves car
I’entérotoxémie de type A est difficilement reproductible expérimentalement

[Manteca 2005 communication personnelle].

11.1.1.2. Chez les ovins

Chez les ovins, I’incidence la plus élevée de I’entérotoxémie concerne les jeunes de 1
a 4 mois [Popoff 1979]. Une étude effectuée a I’échelle européenne révéle les
résultats suivants pour la France (figure 4) : C. perfringens est I’agent majeur
d’entérotoxémie ovine. Les toxinotypes impliqués sont d’abord le type A, suivi du
type D [Manteca et al. 2005].

C. perfringens
type A
95%

-



Figure 4 : Proportion des différents toxinotypes de Clostridium perfringens dans les

entérotoxémies ovines [Manteca et al. 2005].

C. perfringens type A est le principal agent étiologique d’entérotoxémie ovine en
France. Le toxinotype D est tres minoritaire. Comme chez les caprins, on alongtemps
pensé que le toxinotype A était inoffensif chez I’adulte et que la majorité des cas
d’entérotoxémie étaient dus au toxinotype D. L’entérotoxémie de type A chez les
ovins était traditionnellement décrite uniquement chez le jeune et appelée « maladie
de I’agneau jaune ». Aucune autre forme de la maladie n’avait eté décrite pendant
longtemps. Les nouvelles méthodes diagnostiques comme le test ELISA et la PCR,
permettent d’obtenir de mettre en évidence la forte prévalence du toxinotype A et de

[ui imputer un rdle pathogene.

Ces résultats ont été obtenus sur un échantillon de seulement 24 ovins. Ce fable
effectif n’a pas permis la mise en évidence de certains agents étiologiques connus,
mais moins fréquents, dans I’espéce ovine tels que C. perfringens B et C ou de C.

septicum.

C. sorddllii a été isolé chez 16% des individus, seul ou associé a C. perfringens type
A. On ne lui impute pourtant pas d’effet pathogéne. Les souches isolées n’étaient pas

virulentes: les

tests de détection des géenes de toxines majeures étaient négatifs. La situation
semblerait différente dans le Sud de I’Europe (Espagne, Portugal). Des études
supplémentaires sont nécessaires pour étayer cette hypothése [Manteca et al. 2005].

11.1.2 FORME EPIDEMIOLOGIQUE

Chez les ovins, les entérotoxémies évoluent sous forme de cas sporadiques (cas isolés
dans le temps) ou de flambées épizootiques (nombreux cas sur une courte période),
avec un taux de prévalence pouvant varier de 5 a 30% des animaux. Bien qu’il n’y ait
pas de transmission directe de la maladie d’un animal a un autre, plusieurs cas
simultanés peuvent apparaitre dans un élevage du fait que tous les animaux sont
soumis aux mémes facteurs de risque [ Popoff 1994].

<



L’allure des épisodes entérotoxémiques chez les chévres est identique, mais dans
certains élevages caprins, I’entérotoxemie peut perdurer de maniére enzootique, avec
apparition de nouveaux cas chague semaine ou chaque mois. De plus, la chévre
présente une forme chronique, individuelle, rare et souvent non diagnostiquée, de la
maladie [Smith et Shermann, niveau suite a I’excrétion par de nombreux animaux

malades ou porteur, peut générer de nouveau cas spontanément [Chartier 2002].

11.1.3 CATEGORIES D’ANIMAUX ATTEINTS

Le mode d’élevage intensif semble corrélé aux troubles entérotoxémiques. Les formes
ovines et caprines ne sévissent pas dans les mémes systémes de production. Chez les
ovins, I’entérotoxémie frappe davantage les agneaux a l’engraissement. Pour la
chévre, I’affection est plus fréquente chez I’animal adulte en production. Le
toxinotype majeur varie en fonction de I’age et I’espéce (Tableau V1) [Chartier et
Broqua 1995].

Tableau VI : Fréquence relative des agents étiologiques d’entérotoxémie en fonction

de I’age chez les ovins et les caprins [Popoff 1989 et 1994].

Nouveau né Jeune (>3 sem) Adulte

Type de Clostridium

Ovin Caprin Ovin Caprin Ovin Caprin

C. perfringens A - - 4 -+ H

C. perfringens B + - : . 4 K

C. perfringens C + +4 i 5 - -

C. perfringens D f t - -+ 4 4

C. perfrincens E ; = B, - . _

C. sordellii + +

C. septicum - - t i = 2

- non décrit
+ possible ou rare
++ courant

Les raisons de cette spécificité ne sont pas totalement expliquées. L’age et le mode
d’élevage sont 2 facteurs de risque de forte influence. (cf. partie 11.2.3 Facteurs de




risque). L’entérotoxémie due a C. perfringens type A sévit davantage chez les adultes,
les types B et C apparaissent essentiellement chez les nouveau-nés et le type D
concerne tous les ages. C. sordellii et C. septicum étant rare, ils n’ont été que peu
observés. C. sordellii apparait atout &ge [Popoff 1989 et 1994].

I1.2. EPIDEMIOLOGIE ANALYTIQUE

11.2.1. SOURCES

Deux sources de contamination pour les ruminants sont connues : les sols, ou C.
perfringens résiste sous forme sporulée plusieurs mois voire années, et les animaux

sains ou malades, qui excrétent les clostridies dans leurs feces.
[1.2.1.1 Lessols

Les sols souillés par les matiéres fécales peuvent contenir 10*UFC/g [Duchesnes et
al. 2005].

Cette valeur sous estime probablement la charge réelle en bactérie, car le nombre de

spore estsouvent supérieur aux UFC.

Les clostridies sporulés survivent de longues périodes dans les sols et

I’environnement.

[1.2.1.2 Le tractus digestif des animaux

1- CHEZ LESANIMAUX NOUVEAU NES

A la naissance, le tractus digestif stérile est colonisg, chez la plupart des especes
animales,primitivement par Escherichia coli, C. perfringens type A et Streptococcus.

Ces bactériespénétrent par voie orale, lors des tétées (mamelle souillée) ou du léchage




d’objets. Elles constituent la flore intestinale avant d’étre remplacées par une
microflore a métabolisme lactique (lactobacilles, Bifidobacterium). Une étude chez
les jeunes veaux montre que la population de C. perfringens est insignifiante dans la
caillette, le duodénum et le j§unum (<102UFC/g), €lle est sensiblement plus élevée
dans I’iléon (10*-10°UFC/g) et peut &re importante dans le caecum et les segments
postérieurs (>108 UFC/g).

Par la suite, la flore intestinale croit et le nombre de germes anaérobies se stabilise

entre 10*%t 10 bactéries par gramme de contenu intestinal [Popoff 1989].

2- CHEZ LESANIMAUX ADULTES

Sur 18 petits ruminants sains, C. perfringens et ses toxines ont pu étre mis en évidence
chez 13 individus, les 5 autres étaient indemnes de clostridies. L’analyse génétique
des souches de C. perfringens prélevées sur ces 13 ovins et caprins, révéle la
présence de la toxine a dans 100% des prélevements et de la toxine € dans 15% des
prélévements [Uzal 2004]. Une autre étude sur un effectif plus grand a I’abattoir,
révele que la toxine € est détectée chez 46% des ovins et des souches de C.

perfringens type D ont été isolées [ Daube 1992].

C. perfringens est donc une bactérie commensale de I’intestin des animaux, mais elle
n’est pas présente chez tous les individus. C. perfringens type A semble plus fréquent

gueletypeD. Lestypes B et C sont plus rares.

- ECOLOGIE DIGESTIVE :

La population digestive des clostridies commensales de I’intestin est faible, estimée a
moins de 10* UFC/g [Popoff 1994]. Il existe un équilibre entre les populations
bactériennes. Cet équilibre dépend des interactions entre alimentation et bactéries
d’une part et bactéries entre elles d’autre part. Plusieurs mécanismes assurent
I’équilibre de la flore digestive : la compétition pour le substrat, la chaine trophique,
le pH, la production de composés toxiques, les traitements antibiotiques, le
péristaltisme et les modification de la bile [Popoff 1989].

Une rupture de I’équilibre (ou la destruction) de la flore intestinale libére des niches
écologiques. Les bactéries a cycle court en profitent davantage, car elle proliferent

plus vite que les autres et colonisent le milieu. Dix minutes sont nécessaires entre 2

S



générations de Clostridium. En une heure, la bactérie réalise 7 cycles. La rupture de
I’équilibre de la flore digestive provoque donc une veritable explosion bactérienne, en
faveur des clostridies [Philippeau et al. 2003].

11.2.2. CONTAMINATION

[1.2.2.1 Contamination par C. perfringens

1- CHEZ LE NOUVEAU NE

La contamination orale par un Clostridium toxinogene dans les premiéres heures de
vie peut permettre une colonisation a un niveau éevé du tube digestif par celui-ci du
fait de I’absence totale ou partielle des effets répresseurs de la flore digestive. La
bactérie se multiplie jusqu’a 10°UFC/g. C. perfringens types B et C se rencontrent
dans le cadre d’une entérotoxémie chez les animaux de moins de 3 jours [Niilo 1988,
Popoff 1989].

Les facteurs induisant la prolifération de C. perfringens type C et la production de
toxine sont encore peu connus. Les clostridies se développent dans I’intestin au cours
d’une période de jelne ou de changement alimentaire chez I’agneau de moins de 10
jours. [ Popoff 1994].

2- CHEZ LE JEUNE ET L’ADULTE

L’analyse génétique de souches pathogenes de C. perfringens type A chez des veaux
malades a prouvé qu’elles étaient résidentes du tube digestif, et non des souches
spécifiques d’entérotoxémie, particulierement pathogenes et venues de I’extérieur
[Manteca et al 2003].

Il a été également prouve gque la simple ingestion de Clostridium ne permettait pas le
développement de la maladie car 90% de ces micro-organismes étaient détruits dans
le rumen ou la caillette, et ne peuvent atteindre de duodénum .

Ces 2 exemples confortent I’hypothéese que le développement de I’entérotoxémie est
dG a la prolifération de clostridies déja présents dans le tractus digestif et non a la

contamination brutale par des germes présents dans I’environnement des animaux. Par




ailleurs il existe une contamination orale, faible et constante des animaux, par les
spores de I’environnement. Cette présence de bactéries et de toxines dans I’intestin

des animaux sains se traduit par une séroconversion chez le mouton et chez la chevre.

Cette immunité naturelle n’empéche cependant pas les fortes pertes dues a
I’entérotoxémie [Daube 1992].

[1.2.2.2 Contamination par C. sorddlii et C. septicum

C. sordellii n’a eté isolé que chez I’animal malade. Son absence chez I’animal sain
sous entend que la contamination orale est déterminante pour la maladie [Shoenian
2005]. Il en va de méme pour C. septicum. Des spores peuvent se loger dans le foie
des ovins[Songer 1998].

Clostridium perfringens est une bacterie commensale de I’intestin, mais elle n’est
pas presente chez tous les individus. Les jeunes animaux se contaminent
primitivement par

ingestion de bacteries lors des tetees sur des surfaces souillees par |les feces des
adultes, ou

de spores persistant dans I’environnement. Il existe aussi une contamination orale,
faible et

constante des adultes. La population clostridienne dans le tractus digestif est
insignifiante

car inhibee par les autres bacteries digestives. C. perfringens type A est plus frequent
quele

typeD. LestypesB et C, ainsi que C. sordellii et C. septicum semblent absents chez
les

animaux sains.

Une rupture de I’equilibre de la flore digestive est favorable au developpement de
Clostridium car son cycle de replication est tres court. On assiste alors aune
explosion dela

population clostridienne.

11.2.3. FACTEURS DE RISQUE:




Les clostridies proliferent dans I’intestin a la faveur d’une rupture de I’équilibre de la
flore intestinale. La rapidité du cycle de ces bactéries constitue un atout majeur pour

coloniser lemilieu.

Les facteurs de risque de rupture de cet équilibre sont proches de ceux de I’acidose.

[1.2.3.1 Atonie intestinale

1- PARASITISME

L’infestation parasitaire peut provoquer une modification de la flore intestinale, une
diminution du péristaltisme, une augmentation de la perméabilité intestinale et une
destruction de la muqueuse. Ces atérations du tractus digestif et le ralentissement du
transit favorisent la prolifération des clostridies et la pénétration des toxines dans

I’organisme.

Une helminthose intestinale, hépatique ou pulmonaire et une coccidiose sont des
facteurs de risque fréquents d’entérotoxémie. D’une maniére générale, ils
potentialisent le développement et I’action de Clostridium [Popoff 1989, Uzal et Kelly
1996].

- ALIMENTATION

Les principaux facteurs de risque alimentaires sont les mémes que ceux de I’acidose

ruminae.

Equilibre de la ration .Une aimentation riche et concentrée constitue un facteur de

risque important.

Chez le jeune Les agneaux et les chevreaux nourris avec de grands volumes de lait
maternisé ou alaités par une mere hautement productrice sont les candidats

typiques a I’entérotoxémie.
Paradoxa ement, une forte croissance ou un bon état corporel appellent alavigilance.

Chez I’adulte Le déséquilibre permanent ou accidentel de la ration des adultes
représente un facteur de risque a entérotoxémie. La faible fibrosité de la ration et la

forte concentration d’aliments a
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fermentation rapide (ration acidogene) modifient la flore intestinale et favorisent le
développement de Clostridium. Les aimentations hyper glucidiques pourraient
stimuler la toxinogénése. Par ailleurs, des travaux menés sur la reproduction
expérimentale de la maladie ont mis en évidence que son succes était lié ala présence
dans I’intestin d’aliments partiellement ou non digérés. Les protéines peu ou pas
dégradées favorisent la multiplication des anaérobies qui ont un équipement
enzymatique puissant par rapport a la flore acidogéne qui préfére les acides aminés et
les oligo-peptides [Popoff 1979].

Une ration riche en protéine est donc un facteur de risque important. Un déséquilibre
de ration peut provoquer un état de chronocité. Plusieurs cas d’entérotoxémie peuvent

apparaitre étalés dans le temps.

- Changement alimentaire

Le changement brutal de ration alimentaire est un facteur de risque important. Qu’il
s’agisse de la reprise alimentaire apres un jeline ou d’une modification de ration, une
transition progressive est indispensable. En effet, e déséquilibre de la flore digestive
et la fragilité passagere de la paroi intestinale occasionnés par le changement
alimentaire sont des facteurs de prolifération de Clostridium. Un exemple courant est
le passage du troupeau sur une nouvelle pature, plus luxuriante. De méme, un apport
brusque et important de céréales ou de fourrage de haute qualité est une situation

(accidentelle ou non) frequemment a I’origine d’épisodes de maladie.

Cependant des troupeaux de chéevres peuvent étre nourris avec une ration riche ou
peuvent supporter des changements alimentaires brutaux sans pour autant dével opper
la maladie. Selon eux, d’autres facteurs sont nécessaires a I’apparition de la maladie
[Smith et Sherman 2002].

Aliments contenant des anti-trypsiques

Les rations contenant des inhibiteurs de protéases digestives (soja, luzerne...) risquent
de déclencher des entérotoxémies. Ces aliments anti-trypsiques empéchent la
dégradation de la toxine B par les enzymes digestives. Il a été possible

expérimentalement d’induire la maladie chez un mouton adulte, en le nourrissant
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avec de lafarine de soja et en lui inoculant C. perfringens type C [Daube 1992, Niilo
1988].

Aliments contaminés

Les aiments industriels ayant subi un traitement thermique insuffisant ou stockés
dans de mauvaises conditions peuvent étre vecteurs de C. perfringens. La toxine a a
notamment été isolée a plusieurs reprises (une étude menée par un laboratoire sur 3
ans, recense plusieurs cas chaque année) dans des aliments pour rongeurs ou 0iseaux
et elle aurait été responsable d’épisodes de mort subite avec entérite. Ces granulés
n’induisent pas systématiquement une entérite clostridienne, mais ils constituent un

facteur de risgue probablement sous estimé [ Greenham et al. 1987].
Traitements

Des surdosages de netobimin (Hapadex®) a hauteur de 4 fois la dose normale
autorisée pour les chevres et 7 fois la dose chez le bouc, se sont avérés responsables

de cas d’entérotoxémie.

Chez les caprins, le surdosage des anthelminthiques est fréquent pour deux raisons :
I’utilisation hors AMM chez les caprins, I’administration parfois volontairement de
doses doubles, et le drogage en dose unique pour I’ensemble du troupeau [Uzal et al.
1994]. La phénothiazine et certains traitements antibiotiques seraient responsables de
la maladie chez des ovins. Un surdosage détruit la flore intestinale, laissant la place
libre aux clostridies.

11.2.3.2 Climat

Des variations brutales du climat sont génératrices de stress et provoquent un
affaiblissement de I’animal. Plusieurs cas d’entérotoxémie peuvent apparaitre au sein
d’un troupeau a la faveur d’une chute importante de température. L’ingestion d’eau
glacée a été mentionnée comme facteur prédisposant chez les caprins [Uzal et Kelly
1996].

[1.2.3.3 Mode d’élevage

Les systemes intensifs sont prédisposés au développement d’entérotoxémie. Le

rationnement en est la principale raison. Les agneaux a I’engrais et les chéevres
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laitiéres en élevage intensif ou semi intensif sont ainsi particuliérement vulnérables.
Au péturage, quelques cas ont été cependant décrits chez la chevre angora [Uzal et
Kelly 1996].

-Les facteurs de risque d’entérotoxémie sont globalement identiques pour les ovins et les caprins.

Tout paramétre susceptible de provoquer un déséquilibre de laflore intestinal e peut déclencher un

épi sode entérotoxemique.

- Une conduite d’élevage intensive avec un rationnement acidogene (agneaux a I’engrais et chevres laitieres),
un parasitisme, un stress thermique, des traitements antibiotiques ou anthelminthiques, ... sont autant de
facteurs de prédisposition.

Dans la mesure ou la plupart de ces paramétres influencent le troupeau entier, il est plus fréquent d’observer

des épisodes a alure épizootique.
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11.2.4. SENSIBILITE SPECIFIQUE

La sensibilité se définit comme étant I’aptitude a exprimer cliniquement I’action d’un

agent pathogene.

[1.2.4.1 Prédisposition raciale:

1- Sensibilité digestive : les hypotheses d’hier et d’aujourd’hui :

L’entérotoxémie caprine se caractérise par une entéro-colite parfois associée a une
toxémie. Les ovins présentent au contraire peu de signes digestifs, mais des
symptdmes généraux et nerveux (cf. 1l1. Etude clinique). Par ailleurs, certaines races

caprines (Angora) sont particulierement vulnérables.

La variabilité d’expression clinique de la maladie chez les ovins et les caprins améne
a supposer une différence de sensibilité digestive et systémique de ces deux espéces
vis-avis de C. perfringens et en particulier de la toxine € secrétée par C. perfringens

typeD.

Les facteurs de sensibilité aux toxines ne sont pas encore clairement établis. Plusieurs
hypothéses sont émises mais aucune n’a été confirmee a ce jour [Uzal et Kelly 1998].

Chez les ovins, les lésions digestives sont rares et concernent préférentiellement
I’intestin gréle. L abrasion de la muqueuse duodénale et j§unale permet la pénétration
de la toxine dans I’organisme, donc des effets systémiques. Au contraire, chez les

caprins, les |ésions sont situées en aval, au niveau du caecum et du colon.

On pose alors I’hypothése que si I’intestin gréle des chévres était plus résistant aux
effets des toxines, alors le risque d’intoxination sanguine diminuerait par défaut
pénétration des toxines dans I’organisme. Les effets systémiques seraient moindres.
En revanche, les toxines resteraient concentrées dans le tractus intestinal, ce qui
augmenterait I’exposition de la muqueuse des segments distaux. La paroi du gros
intestin étant de surcroit plus sensible, subirait alors d’importantes Iésions de colite et
de typhlite. Des expérimentations ont é&té menées pour éudier les effets de la toxine €
chez les ovins et les caprins, et de la toxine a chez les ovins sur les différentes
portions du tractus digestif [Mariano et Uzal 2005]. Les résultats n’ont pas mis en

évidence une différence de sensibilité au niveau de la muqueuse intestinale quel que
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soit le segment et quelle soit I’espece étudiés.Aucune étude a ce jour n’a permis de
confirmer cette hypothese, mais elle semble trés plausible. L’identification de
récepteurs toxiniques sur les cellules épithéliales de I’intestin gréle ou la mise en

évidence de facteurs d’activation des toxines seraient utiles pour préciser cette piste.

- Durée du transit digestif [Uzal et Kelly 1998]

Chez la chévre adulte, le bol alimentaire séjourne 3 heures dans I’intestin gréle et 18
heures dans le colon. Le transit digestif est plus rapide chez les ovins, notamment au
niveau du gros intestin. La rapidité de prolifération des clostridies dans le colon et une
longue exposition a I’action des toxines pourraient expliquer I’ampleur des Iésions

coliques chez les caprins.

Une expérience infirme cette hypothése : un chevreau développe une colite
hémorragique et nécrotique moins de 5 heures aprés inoculation intra-duodénale de C.
perfringens type D. Par ailleurs, la ralentissement du péristaltisme chez le mouton
sous I’effet d’opium et Belladonna ne permet pas d’obtenir des lésions coliques

similaires a celle des caprins.

La gravité des symptdmes ne dépendrait donc pas de la vitesse de transit dans les

différentes portions du tractus digestif.

- Action des enzymes digestives sur |es toxines

Une autre hypothése propose que les toxines sont activées par des substances
présentes dans le colon des chévres. En effet, C. perfringens type D secréte une
prototoxine qui nécessite le clivage du 49°™ acide aminé pour étre active, mais cette
réaction est catalysée par la trypsine pancréatique et entérique au niveau du

duodénum. Latoxinee est alors activée dans I’intestin gréle et non dans le colon.

Cette supposition ne peut donc pas expliquer I’inconstance des Iésions digestives chez

les ovins et lagravité des |ésions coliques chez les caprins [Uzal et Kelly 1998].

- |mmunité acquise naturellement

Une infection subclinique permettrait I’absorption de toxine € a dose infime mais
suffisante pour stimuler le systéme immunitaire. Des animaux sains et sans antécedent

d’entérotoxémie clinique ni de vaccination peuvent alors présenter des anticorps
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seriques antitoxine €. Dans certains cas, ce titre d’anticorps serait suffisant pour
protéger d’une infection (0,1 Ul /mL) [Uzal et al. 2004].

Cette immunité naturelle est connue depuis longtemps chez |le mouton mais elle est

plus récente chez la chévre [Daube 1992].

- SENSIBILITE DES CELLULES CEPHALIQUES [UZAL ET AL.
1999]

La toxine € a un tropisme €eve pour les cellules endothéliales céphaliques ovines. La

dégénérescence et la mort rapide de ces cellules ont éé mises en évidence in vivo. La
toxine € provoquerait la nécrose de I’endothélium vasculaire cérébral, aboutissant a
une augmentation de perméabilité des parois vasculaires et donc a la formation
d’oedemes. Chez les ovins, les signes nerveux dus a I’cedéme cérébral dominent le
tableau clinique. Mais chez les caprins, les troubles neurologiques sont beaucoup
moins fréquents et les convulsions peuvent étre attribuées a I’hypoxie générée par
I’cedéme pulmonaire. Le rdle de la toxine € sur les cellules endothéliales et sur

I’encéphale chez les caprins n’est pas établi.

L’hypothése admise est qu’il existe un récepteur a la toxine € sur les cellules
endothéliales vasculaires cérébrales ou les cellules nerveuses de I’encéphale chez les
ovins mais pas chez les caprins. L’étude comparative entre cellules endothéliales

(prélevees sur I’aorte) ovines et

caprines réveéle tout d’abord qu’aucune d’entre elle n’est altérée par la toxine €, méme
aforte concentration. La viabilité est estimée a 90%. Au contraire, les cellules MDCK
sont détruites progressivement par le méme traitement. L ajout de serum neutralisant
antitoxine € permet la survie des cellules MDCK. L’existence d’un récepteur a la
toxine € est prouvée pour les cellules MDCK. Alors qu’elles pouvaient servir de
modele applicable aux cellules de I’encéphale de mouton, I’expérience montre que les
cellules endothéliales étudiées sont dépourvues de récepteur a toxine € tant chez les
ovins que chez les caprins. L’hypothése n’a pas été totalement rejetée car I’étude était
menée sur des cellules prélevées sur I’aorte et non sur des cellules endothéliales de
I’encéphale, qui présentent de nombreuses particularités par rapport aux cellules
endothéliadles systémiques. Le doute persiste quant a la présence de récepteurs

spécifiques alatoxine€ sur les cellules endoth€ jales de |a barriére hémato-méningée.
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L’étude demeure d’autant plus difficile que la toxine € seule reste inactive sur les
cellules in vitro. L’absence d’éléments du sérum ou d’interaction avec la paroi

vasculaire peut étre aussi déterminante quant a I’échec de I’expérience.
11.2.4.2 Age

L’entérotoxémie de types B et C atteint surtout les nouveau-nés dans leurs premiers
jours de vie. La toxine B1 étant inactivée par la trypsine digestive, elle n’agit que dans
I’intestin du jeune, chez qui le pool enzymatique est encore immature donc incomplet.
Par ailleurs, le colostrum contient des anti-trypsiques. Il favorise donc I’action de la
toxine B1 [Van Metre et al. 2000]. Les jeunes issus d’une mere vaccinée pourraient
étre protegés. Mais I’insuffisance colostrale ou les portées nombreuses sont des
facteurs de risque non négligeables [Dray 2004]. Chez les animaux adultes, les
épisodes d’entérotoxémie sont plutét ponctuels et sont souvent provoqués par un
passage brutal d’une ration pauvre en protéines a une ration plus riche [Niilo 1988,
Daube 1992].

ETUDE CLINIQUE
1.3.1DIAGNOSTIC

Le diagnostic de laboratoire est indispensable pour confirmer une suspicion clinique

d’entérotoxémie et etablir un diagnostic définitif.
11.3.2 PRELEVEMENTS

Les prélevements doivent permettre la recherche des toxines et/ou la mise en
évidence des bactéries. La recherche de toxine s’effectue sur contenu digestif, les
liquidesd’épanchement, le sang et les organes cibles. La recherche de bactéries se fait

préférentiellement sur contenu digestif.

[1.3.2.1 Tractus et contenu digestif

Le prélévement est effectué dans les heures qui suivent la mort, soit 6 heures post
mortem pour une recherche de toxine, soit 3 heures post mortem pour un diagnostic
bactériologique.
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Mais ces délai sont difficilement réalisable en élevage [Daube 1992, Philippeau et al.
2003]. En €ffet, lalabilité des toxines dans le contenu intestinal oblige a effectuer les
prélévements sur cadavre frais, et éventuellement a les réfrigérer en attente d’analyse.
Un prédévement tardif accroit donc les risques de résultats « faux négatifs »
[Philippeau et al. 2003]. Par ailleurs, I’anaérobiose post mortem est une condition
favorable a la multiplication et la diffusion des clostridies dans I’organisme, tant chez

I’animal mort d’entérotoxémie que chez I’animal sain.

La cinétique de croissance bactérienne dans le contenu intestinal aprés la mort reste a
étudier chez les petits ruminants.

Un prélevement trop tardif ne permet plus de différencier sur la base du
dénombrement bactérien, un animal entérotoxémique d’un animal sain ou mort d’une

autre cause [Philippeau et al. 2003].

Le segment digestif a prélever varie selon I’espéce. Chez les ovins il est intéressant de
prélever au niveau de I’intestin gréle, tandis que chez les caprins, les segments |ésés

sont davantage situés en aval : caecum et colon.

Deux techniques sont possibles pour le préévement du contenu digestif, mais dans
tous les cas I’anaérobiose doit étre maintenue. La premiére technique préconise de
remplir des flacons stériles a ras bord avec le ssimple contenu digestif et de les fermer
hermétiquement [Philippeau et a. 2003]. Dans la seconde, des portions de tractus
digestif d’environ 15 cm sont prélevees et ligaturées de maniéere a préserver
I’anaérobiose [Van Metre et a. 2000]. Dans ce cas, |e dénombrement bactérien risque

d’étre sous estimé, donc peu fiable [Latour 2004].

Les prélévements sont effectués rapidement a cause de la croissance bactérienne et de
lalabilité des toxines. La concentration de la toxine € chute de 90% en 24 heures dans
le tractus digestif de I’animal mort [Blackwell et al. 1991]. Les prélevements sont
envoyés au laboratoire d’analyse, avec un délai de conservation maximal de 24 heures
a4°C. Lacongélation est proscrite car non supportée par les clostridies [Philippeau et
al. 2003]. L’addition de conservateurs comme le formol classiquement utilisé pour
conserver les prélevements en vue d’une étude histologique, est susceptible de

compliquer I’interprétation des tests.
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L anaérobiose doit étre conservée et I’emploi de conservateurs est également

déconsgillé.
[1.3.2.2 Urine

Les urines sont facile a prélever et constituent une précieuse aide diagnostique.Sur un
ovin vivant, une courte période d’asphyxie provoque I’émission d’urine. Pour cela, il
suffit d’appliquer la main sur la bouche et le nez de I’animal. Cette manceuvre est sans
danger, méme sur un animal trés abattu. Au cours d’une autopsie, le prélévement
d’urine est riche d’enseignement (cf. 111.3.2.5.1). Cet acte quasi indispensable chez les
ovins n’est pas forcément réaliser chez les caprins En effet, chez les ovins, la présence
de glucose dans les urines est quasi constante, alors que dans I’espece caprine,
I’inconstance de la glucosurie rend se parametre peu fiable. [Popoff 1979, Uza 2004,
Uzal et al. 2004].

[1.3.2.3 Liquide péricardique

Ce prélevement est effectué au cours de I’examen nécropsique. Il semble davantage
utile chez la chevre que chez le mouton. La détection de glucose dans le liquide
péricardique chez la chevre morte d’entérotoxémie est relativement constante [Uzal
2004].

[1.3.2.4 Tissus et autres sérosités

Ce genre de préévement est réalisé plus souvent dans le domaine de |a recherche et
peu en pratique. L’ objectif principal est la mise en évidence des bactéries, des toxines

ou deslésions.

Les sérosités sont prélevées sur tube sec ou dans un pot stérile. La toxine € tolere une
conservation longue, évaluée a 48 semaines a 4°C [Uza 2004]. La congélation des
préléevements est possible (sauf en vue d’un examen bactériologique). Elle évite la
labilité de la toxine €, mais elle mal tolérée par la toxine B. L’utilisation de
conservateurs est déconseillée car elle complique I’interprétation des tests [Van Metre
et al. 2000]. Des fragments d’organe peuvent étre également destinés a I’examen
histologique, on les conserve aors dans une solution de formol a 10% [Mariano et
Uzal 2005]. Les organes concernés a la microscopie sont les organes cibles des
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toxines : encéphale surtout chez les ovins, paroi digestive surtout chez les caprins, le

foie, les reins, la rate, les poumons et des élements de I’appareil circulatoire.

Les parties lésées sont prélevées pour la recherche et le dénombrement

bactériologique
11.3.2.5 Sang

La prise de sang est effectuée sur tube sec pour effectuer une recherche sérologique
ou sur tube hépariné pour établir un profil biochimique (cf. 111.3.2.5.3). Chez les petits

ruminants, ce test est facultatif car pauvre en renseignement ou trop colteux.

11.3.3 METHODESDIAGNOSTIQUES

11.3.3.1 Etude bactériol ogigue

L’identification et le dénombrement bactérien sont réalisables en routine dans les
laboratoires, car faciles et peu colteux. En régle générale, elle se fait sur contenu
digestif, sang ou organes |ésés. Elle est |la méthode de choix en clientéle. La cinétique
de croissance et le dénombrement bactérien, ont été davantage étudiés chez les ovins.
En pratique, les caprins sont assimilés aux ovins pour I’interprétation de leurs
résultats. La valeur diagnostique de I’identification et du dénombrement est variable
selon I’espéce et le type de Clostridium [Uzal 2004, Uzal et Kelly 1996].

1- IDENTIFICATION

Clostridium perfringens est un hote normal de I’intestin des ruminants avec des
populations variables selon le type (A>D>B>C>E) [Uzal 2004].

L’interprétation de I’isolement d’une souche de Clostridium sur contenu digestif,
varie selon les publications. Le désaccord entre les différents auteurs repose sur la
présence de C. perfringens dans I’intestin des animaux sains. Le simple isolement de
la bactérie chez un animal malade n’a donc pas de valeur diagnostique [Uzal 2004].
Cependant, la probabilité d’isoler Clostridium chez I’animal sain change en fonction
du type de Clostridium considéré et de son héte. Pour certains auteurs, C. perfringens
type A a une croissance tellement rapide sur culture anaérobie qu’elle peut cacher la
présence éventuelle d’autres pathogénes. Une culture positive pour ce germe, peut
rendre le diagnostic plus difficile (Tableau IX) [Van Metre et a. 2000].
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> Chez I’adulte

La plupart des auteurs s’accorde a penser que I’isolement de Clostridium perfringens
types A et D chez les ovins n’est en aucun cas témoin de clostridiose, puisqu’ils sont
naturellement présents dans le tube digestif [Uzal 2004]. Une enquéte effectuée chez
les caprins, indique que seulement 61% des chevres saines hébergent des clostridies
dans leur intestin et que 3% uniquement hébergent Clostridium perfringens type D.
L’isolement de cette bactérie sur une chevre suspecte d’entérotoxémie serait un
indicateur trés important. Un résultat négatif ne permet pourtant pas d’exclure une
infection a Clostridium perfringens type D [Uzal 2004].Bien que Clostridium
perfringens types B et C aient été isolés récemment sur des moutons sains, certains
auteurs croient en la valeur diagnostique de leur isolement. Ils ont également été
isolés sur des chévres saines [Uzal 2004].

Chez lejeune

Chez I’agneau et le chevreau, I’identification de C. perfringens types B et C a une

valeur diagnostique forte.

D’une maniere générale, C. sordellii et C. septicum sont considérés comme étant
absents chez I’animal sain, leur mise en évidence a une valeur diagnostique forte
[ Shoenian 2005, Songer 1998].

La présence de I’espece et du type de Clostridium dans I’intestin des animaux sains
conditionne la valeur diagnostique de I’identification des bactéries dans le tractus
digestif.
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TableauVII : Présence et valeur diagnostique de Clostridium dans I’intestin des petits
ruminants[Latour 2004, Rood 1998, Shoenian 2005, Songer 1998, Uzal 2004].

Type Presence chez Valeur Vale Valeur

TypedeClostridium | I’animal sain diagnostique | diagnostique chez
chez lesovins

les caprins

C. pe C. perfringens| Oui Oui Auc Che Chez I’agneau

type A Aucune uniquement

c C perfringens | Rare Oui Oui Oui Oui

type B Rare

C. C. perfringens type | Rare Rare Ou Oui Oui Oui

C

C. C. perfringens type | Poss Qui Oui No Non

D Possible

C.s0 C. sordellii | Non Non Qui Oui Oui Oui

C. s C. | Non Non Oui Oui Oui Oui

septicum

L’identification simple de C. perfringens dans

I’intestin  d’animaux morts

d’entérotoxémie ne suffit pas. Le dénombrement est nécessaire dans la majorité des

cas.




- DENOMBREMENT

La cinétique de croissance des bactéries apres la mort, serait un indicateur important
pour le diagnostic. Mais la encore, I’interprétation du dénombrement dépend du type

de Clostridium considéré.

Au moment de la mort, les fractions bactériennes augmentent. Il n’y a pas de
différence significative d’augmentation relative des coliformes et des entérocoques en
fonction de I’origine de la mort (entérotoxémie ou autre). En revanche,
I’augmentation des sulfito-réducteurs (principaement les clostridies) permet
d’orienter le diagnostic. Avec un cycle de 10 minutes, une bactérie C. perfringens
type A initiale peut se multiplier pour atteindre la valeur significative de 107 UFC/mL
dans I’intestin gréle dans les 6 premieres heures. [Latour 2004, Philippeau et al. 2003]
La concentration de C. perfringens augmente lentement dans la caillette et le caecum
des ruminants [Philippeau et al. 2003].

Il existe 2 seuils au-dela desquels il y amaladie. Si on dénombre plus de 10°UFC/mL
sur un prélévement issu d’un animal cliniquement suspect, on considére que I’animal
était atteint d’entérotoxémie. Cette valeur est valable apres une culture sur milieu
TSN®. De plus, les conditions de prélévement et de conservation suivantes sont
indispensables : préévement effectué dans les heures qui suivent la mort et

conservation en anaérobiose pendant 24h a4°C.

Pour une culture sur gélose au sang, avec de la cyclosérine et en chambre anaérobie,
la valeur seuil sera 10® UFC/mL. De méme, hors données épidémiologiques, on
considére qu’il y a maladie si on dénombre plus de103UFC/mL chez les bovins
[Latour 2004].

Les populations clostridiennes de types B et C subissent une augmentation moindre,

plus ou moins similaire & celle d’animaux sains. Les informations concernant le
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nombre normal et les variations post mortem de clostridies chez les moutons et les

chevres sains sont quasi inexistantes [Uzal 2004].

L’identification et le denombrement des clostridies sont des techniques de diagnostic
dont I’interpretation est controversee. D’une maniere generale, les resultats sont a
etudier en parallele de la situation epidemiologique, de laclinique et deslesions. Leur
interpretation en dehors de tout contexte est impossible. De plus, plusieurs parametres
conditionnent les resultats comme le mode de culture et |es conditions de prel evement
et de conservation.

L’identification de Clostridiumdans I’intestin s’interprete de facon differente selon le
type de Clostridium et son hote. Chez le jeune, la mise en evidence de C. perfringens
types B et C a une valeur diagnostique consideree comme etant fiable. Chez I’adulte,
I’identification de C. perfringenstype A n’a aucun interet diagnostique tant chez les
ovins gque chez les caprins. En revanche, C. perfringens type D etant rare chez les
chevres saines, son identification dans le tractus digestif est un bon indicateur
d’enterotoxemie.

Des donnees comparatives concernant la cinetique de croissance bacterienne post
mortem chez I’animal sain et I’animal mort d’enterotoxemie seraient interessantes.

L es chiffres actuellement disponibles sur e denombrement bacterien dans le contenu
intestinal sont issus d’etudes sur les bovins et plus rarement sur les petits ruminants.
Dans ce contexte, une comparaison ovin/caprin est aujourd’hui impossible.

Bien que les avis divergent, cet examen reste frequemment utilise en pratique. Les

laboratoires fournissent une interpretation basee sur des normes bovines.

11.3.3.2 Le typage

Il existe plusieurs techniques de typage des souches de Clostridium perfringens a
partir de contenu intestinal ou de sérosités. On recherche les toxines produites. Le

typage permet une interprétation plus juste du dénombrement clostridien.

1- MOUSE NEUTRALISATION TEST (MNT)

Le test de neutralisation sur souris est la technique la plus ancienne mais aujourd’hui

peu utilisée, sauf dans |le cadre de larecherche.
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Le principe est d’injecter a une souris des toxines et les anticorps présumes
correspondants. La mort de I’animal signifie qu’on lui a injecté une toxine sans son

anticorps neutralisant. On peut alors déduire le type de toxine responsable du déces.

Cette méthode est sensible et spécifique. Elle pose cependant un probléme éthique
[Latour 2004].

-ELISA SUR CONTENU I INTESTINAL OU SUR SEROSITE

-Définition : Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Technique de détection ou de dosage immuno-enzymatique ou la réaction antigene

anticorps est révélee par I’action d’une enzyme (couplée a I’anticorps ou a I’ antigéne)

sur un substrat chromogene [Dart 2005].

L’objectif est de mettre en évidence les antigenes de toxine. La sensibilité et la
specificité du test dépendent de I’anticorps utilisé et de la technique de marquage. De
plus il est nécessaire de réaiser I’expérience pour chaque toxine séparément [Latour
2004, Uzal 2004].

-Toxine a

Le test ELISA dispose d’une tres bonne sensibilité pour la toxine a. Il permet donc de
détecter des taux tres faibles de toxine. Faute de définition d’un seuil approprié, il
devient impossible de différencier un animal sain d’un animal malade. Le test MNT
serait plus approprié car il est beaucoup moins sensible. 1l ne détecte pas les faibles
taux de toxine o et ne fournit un résultat positif que sur les animaux malades
uniguement [Uzal 2004].

-Toxine €

Il a éé démontré que de faibles taux de toxine € existaient chez les animaux sains.
Dans ce cas, les tests conventionnels ne détectent a priori pas la toxine €. La
sensibilité du test ELISA par capture polyclonale est estimée a 91%. Ce test obtient de
meilleurs résultats sur contenu digestif que sur sérosités. Un résultat positif sur un

animal cliniquement suspect est donc fortement indicateur d’une infection a
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Clostridium perfringens type D. En revanche, un résultat positif sur un animal
asymptomatique ne peut étre interprété, car le test ELISA peut mettre en évidence des
taux de toxines insuffisants pour provoquer la maladie. La spécificité du test est
évaluée a 100%. Mais si le test est negatif, I’interprétation n’est encore pas évidente
car la toxine € passe rapidement dans I’organisme en disparaissant du contenu
intestinal [Uzal 2004, Uzal et a. 2003].

-Toxine 3

Cette toxine est rapidement détruite par la trypsine digestive. Elle n’est donc pas
souvent recherchée. Un résultat positif sur un animal suspect d’entérotoxémie, permet
de conclure au diagnostic de maladie a C. perfringens type C, ou atype B s latoxine

€ est également mise en évidence [Uzal 2004].

-AGGLUTINATION SURBILLESDE LATEX

Cette technique qualitative est trés ancienne et aujourd’hui peu utilisée. Les toxines
adhérent sur des anticorps anti-toxine présentés sur les billes de latex.Ce test est
réactualisé pour la détection de la toxine €. Sa sensibilité et sa spécificité étant
inférieures a celles du test ELISA, les faibles taux de toxine € (animal sain) ne sont
pas détectés, ce qui diminue le risque de faux positifs sur contenu digestif. De plus, il
est facile aréaliser et peu colteux [Leonhart 2004].

-PCR (POLYMERASE CHAIN CHAIN REACTION)

La PCR est un test qualitatif, qui offre une sensibilité élevée. Tous les genes présents,
méme les plus instables car localisés sur les plasmides (gene de la toxine €), peuvent
étre detectés. De plus, la sporulation n’interféere pas, ce qui contribue a diminuer le

nombre de faux négatifs.

En revanche, la spécificité du test est moins bonne, car il renseigne sur la présence
d’un géne et non de la toxine elle-méme. La détection d’un gene ne permet pas

d’affirmer que la toxine qu’il code est responsable de la mort de I’animal.

Actuellement, cette technique est principalement utilisée avec les genes cpa, etx et

cpb codant respectivement pour les toxines a, € et B [Songer 1998].
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Gene amplifié To toxines| Ty type de Clostridium
recher chées perfringens
Cpa A a A,B ACDE
Cpb B B B et B,C
Etx E 3 B et B, D

Chez les animaux sains, on détecte systématiquement le gene cpa, caractéristique de
C. perfringens. Chez les animaux suspects d’entérotoxémie, on met le plus souvent en
évidence les génes cpa et etx, dont I’association est caractéristique de C. perfringens

typeD.

Le gene cpb est rarement détecté chez les ovins et les caprins suspects
d’entérotoxémie car soit C. perfringens type B et C sont peu courants dans ces
especes, soit ce géne est instable de par sa situation sur un plasmide. L’amplification
des genes cpa et etx chez les animaux sains est possible et témoigne d’un portage
asymptomatique de C. perfringens type D ou d’un épisode d’entérotoxémie passé. Un
dénombrement est alors nécessaire pour objectiver un réel cas de maladie [Manteca
2003].

Deux limites s’opposent a I’utilisation de cette technique. La premiere est son aspect
uniquement qualitatif. Elle ne peut donc étre pratiquée indépendamment d’un
dénombrement de bactéries. La PCR quantitative reste du domaine de la recherche.
Cette technique consiste a calculer la concentration initiale d’ADN recherché. Apres
avoir défini des valeurs seuil de quantité d’ADN en fonction du type recherché, elle

permettrait de conclure au diagnostic d’entérotoxémie.

Par ailleurs, la PCR devient un sujet a controverse dans la mesure ou la détection d’un
géne ne signifie pas qu’il a été exprimé. L’amplification de géne de toxine ne permet
donc pas d’affirmer que cette toxine était présente dans le prélevement. Elle permet
seulement de typer les clostridies dans le tractus digestif, sans pour autant confirmer

leur réle dans |e processus pathologique [Miserez et a. 1998].

Cette méthode diagnostique est aujourd’hui privilégiée aux autres car la sensibilité et
la spécificité sont bonnes, tout en restant relativement peu onéreuse. Sa rapidité de

mise en ceuvre permet I’analyse d’un plus grand nombre de colonies issues d’un
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méme prélévement. La technique PCR trouve davantage d’utilité chez les caprins,

chez qui les symptdmes et les |ésions sont peu caractéristiques [Miserez et al. 1998].

[1.3.3.3 L’identification directe par coloration des bactéries in situ

Un caque et une coloration de GRAM de la muqueuse intestinale duodénae et
colique révélent une multitude de batonnets fins, courts et aux bords arrondis, souvent
non sporulés, colorés GRAM positif. C. perfringens type D peut étre isolé également
au niveau des reins et de I’encéphale. Sans étre un diagnostic d’exclusion, la
coloration GRAM conduit a conforter une suspicion clinique de clostridiose [Uzal
2004, Uza et Kellyl 1998]. Le test sur la muqueuse intestinale est rapide, facile a
mettre en place sur le terrain et reste un bon indicateur d’entérotoxémie chez les petits
ruminants. La mise en évidence des bactéries ne confirme pas le diagnostic, elle

renforce une suspicion.
11.3.3.4 Sérologie

Chez les ovins, la majeure partie des signes cliniques et des |ésions est attribuée a la
toxine €. Chez les caprins, I’importance relative de chacune des toxines n’a pas encore
été évaluée. Clostridium perfringens type D produit aussi la toxine a et plusieurs
toxines mineures. Il est possible que les lésions résultent d’un effet combiné de ces

toxines.

En pratique, on recherche uniquement la présence des anticorps anti-toxine € dans le
sang, viaun test ELISA [Uzal et Kellyl 1998].

[1.3.3.5 Etude des modifications due a I’intoxination

1) URINE
Les urines sont analysees avec une bandel ette réactive.
pH urinaire

Chez les ovins, le pH urinaire physiologique se situe autour de 7-8. Dans plus de la

moitié des cas avéres d’entérotoxémie, les urines sont acides, & condition que le
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prélevement soit précoce apres la mort. L’acidose, dont les facteurs de risque et la
clinique peuvent étre confondus avec ceux de I’entérotoxémie, provoque aussi une
acidification des urines. Cette acidification est cependant plus franche et plus précoce
que dans les cas d’entérotoxémie. Le pH urinaire est un indicateur important pour
differencier une hypocalcémie et une forme comateuse d’entérotoxémie : dans le cas

d’une hypocalcémie, les urines sont alcalines [Popoff 1979, Uzal 2004].

Cétonurie:

Elle est rarement présente en cas d’entérotoxémie, elle permet le diagnostic
différentiel avec la toxémie de gestation, les cétoses et les maladies nerveuses liées a

I’ensilage (listériose).
Protéinurie:

Une augmentation modeérée peut étre mise en évidence, mais elle n’est systematique

ni chez les ovins, ni chez les caprins.

Glucosurie:

Elle renforce une suspicion clinigue. Ce paramétre permet une orientation
diagnostique sans en étre une preuve absolue, car de nombreuses affections
provoquent également une glucosurie : I’hypocalcémie, des troubles
phosphocal ciques, une al calose consécutive a une alimentation riche en protéines, une
insuffisance rénale, une urolithiases, une atteinte hépatique et musculaire, une
infection, le stress...Les autres parameétres urinaires et surtout [I’étude clinique,
nécropsique et de laboratoire sont indispensables pour effectuer le diagnostic
différentiel.

L’induction expérimentale d’une entérotoxémie de type D chez I’agneau, induit
systématiquement une glucosurie [Blackwell et al. 1991]. La présence de glucose
dans lesurines est donc un indicateur important de la maladie, mais les avis divergent
guant a sa valeur diagnostique. M. Popoff en 1979 a trouvé que parmi 47 cas
autopsiés pour entérotoxémie, il y avait 100% de glucosurie positive. Il en a déduit

qu’une absence de glucosurie permettait d’exclure avec certitude une suspicion de la
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maladie chez les ovins. Selon ce méme auteur, une glucosurie massive sans aucun
autre symptome chez un agneau (ovin de moins de 6 mois), serait le signe d’une
entérotoxémie a C. perfringens. Un ovin adulte présentant des troubles nerveux
associés a une glucosurie massive avec un pH urinaire acide ou neutre serait atteint
d’entérotoxémie [Popoff 1979]. Au contraire des études plus récentes montrent que
ce parametre est inconstant. FA. Uzal trouve que seulement 50% des ovins chez qui il
a induit une entérotoxémie, ont une glucosurie positive. L’absence de glucose dans les
urines n’est pas un argument suffisant pour exclure le diagnostic d’entérotoxémie
[Uza 2004].

Chez la chevre, la glucosurie est un parameétre inconstant. Son absence n’est pas rare
et sa mise en évidence doit étre associée aux signes cliniques. Une valeur de glucose
urinaire comprise entre 50 et 300 mg/dL, est fortement indicatrice d’entérotoxémie
[Blackwell et al. 1991, Uzal 2004].

La glucosurie constitue donc une aide diagnostique importante chez les petits
ruminants, surtout chez les ovins et de fagon moindre chez les caprins. Ce parametre
renforce une suspicion clinique, mais n’est pas suffisant pour confirmer un diagnostic
d’entérotoxémie. Une entérotoxémie a C. sordellii ne provoque jamais de glucosurie.
Si on suspecte cette bactérie comme responsable de la maladie, et qu’une glucosurie
est détectée, c’est qu’il y a une affection concomittante. La recherche du glucose dans
les urines est un éément important du diagnostic différentiel entre C. sordellii et C.
perfringens [Popoff 1979, Uzal et Kellyl 1998, Uza 2004].

LIQUIDE PERICARDIQUE :

La présence de glucose dans le liquide péricardique est un paramétre apparemment
plus fiable, car plus fréquent que la glucosurie chez les chévres. En pratique, il
n’existe pas de test commercialisé pour doser quantitativement ou qualitativement la
présence de glucose dans I’épanchement péricardique. En pratique, une bandelette
urinaire pourrait servir, mais aucune éude ne permet de valider ce test. Le Reflovet®
aprés filtration et centrifugation du liquide serait le test le plus fiable maisirréalisable
en pratique [SCIL 2005, Uzal 2004].

> SANG :
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Urémie et créatinémie :

Ce sont les témoins d’une insuffisance rénale. Ces parametres augmentent
considérablement chez les chevreaux et agneaux atteints d’une toxémie due a la
toxine €. La hausse de I’osmolarité sanguine est accentuée par les pertes liquidiennes
dues aux diarrhées et aux dommages vasculaires. Mais les signes d’insuffisance rénale
sont rares et trop tardifs pour étre détectés. La créatinémie et I’urémie ne seraient
donc pasfiables[Uzal et Kelly 1996, Uzal 2004].

Glycémie .

Chez les ovins, elle peut atteindre une valeur triple de la valeur normale, soit entre
120 et 250 mg/100 mL [Popoff 1979]. L’induction expérimentale d’une
entérotoxémie de type D chez I’agneau et le chevreau provogue une augmentation
similaire de la glycémie dans les 2 especes. Les chevreaux subissent une
augmentation moindre, mais la différence n’est a priori pas significative [Blackwell et
al. 1991].

Formul e sanguine:

Chez les animaux vivants la numération cellulaire augmente rapidement a 16
000 leucocytessmm3 et peut plafonner a 47 000 leucocytesmm3. La mesure des taux

de leucocytes permettrait une détection précoce des animaux infectés [Uzal 2004].

lonogramme:

Lesions K+, Na+ et Cl- semblent conserver une valeur normale [Popoff 1979, Uzal
2004].

En pratique, les examens de laboratoire ne sont pas réalisés systématiquement. Le
diagnostic repose sur des éléments épidémiologiques et cliniques de lamaladie. Un
épisode de mortalité subite des agneaux, avec des troubles nerveux, associés ou non

aunediarrhée peu parfois suffire. De méme chez lachévre laitiére, lamort brutale de
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plusieursindividus, présentant une diarrhée hémorragique est suffisamment

caractéristique pour conclure au diagnostic de lamaladie.

Compte tenu de lafaible valeur économique individuelle des petits ruminants,
I’autopsie n’est demandée qu’apres la perte de plusieurs individus. Elle reste
I’examen de choix. Les ovins présentent peu de lésions caractéristiques, d’ou I’intérét
d’effectuer des examen complémentaires. Les caprins présentent des lésions plus

typiques, notamment au niveau du tractus digestif, avec une entérite hémorragique.

Les urines et le liquide péricardique sont 2 éléments intéressant a prélever. La
glucosurie est un bon indicateur d’entérotoxémie. Ce test est particulierement
important chez les ovins, bien qu’il ne soit pas constant. La présence de glucose dans
le liquide péricardique a une valeur diagnostique forte, surtout chez les caprins, mais
aucun test rapide et réalisable sur le terrain, n’existe a ce jour. Si des examens
complémentaires sont requis, le vétérinaire envoie au laboratoire un prélévement de
contenu digestif et éventuellement un prélévement sanguin, sur suspicion clinique et
nécropsique. Les examens le plus fréquemment effectués sont : I’identification et le
dénombrement apres culture cellulaire puis éventuellement le typage par test ELISA.
Les résultats sont fournis d’apres des normes bovines en général. Les autres

techniques diagnostiques ne sont utilisées que dans le domaine de larecherche.
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Chapitre 11 :

Moyens de lutte



[11.1 Traitement

Etant données la rapidité d’évolution et la sévérité des symptdmes, le pronostic est
tres sombre. Le traitement est souvent illusoire. On considere que si I’animal se
rétablit, il y avait erreur sur le diagnostic. Toutefois, le traitement peut étre mis en

ceuvre sur les formes modérées ou en début d’infection.

Les animaux vaccinés demeurent plus réceptifs au traitement et bénéficient d’un

meilleur pronostic.
111.1.1. MESURES HYGIENI QUES

En cas de présence d’entérotoxémie dans un élevage, la premiére mesure consiste a
diminuer ou a supprimer les rations d’engraissement et de lactation ou a rentrer les
animaux des péaturages luxuriants et ales maintenir a un régime pauvre a base de foin.
Apres 1 a 3 semaines, les quantités d’aliments concentrés pourront étre augmentées

progressivement, et reparties sur plusieurs repas au cours de lajournée.

La distribution de foin grossier ou la mise en paturage est recommandée pour assurer
un apport suffisant en fibres. Lorsque des cas d’entérotoxémie surviennent chez des
jeunes a I’allaitement, il est conseillé de diminuer temporairement la ration ou

I’herbage des méres de maniére a réduire la production lactée [Popoff 1994].

Un traitement anthelminthique est a prévoir si les animaux sont parasités. Des
mesures de désinfection des locaux et du matériel des jeunes animaux peuvent étre
instaurées. Les méres doivent étre isolées alamise bas [Latour 2004].

111.1.2. MESURES MEDICALES

[11.1.2.1Traitement symptomatique

Le traitement symptomatique consiste a lutter contre I’état de choc lié a I’intoxination
et aux pertes hydriques. Une réhydratation avec un soluté salin ou glucose est de
rigueur. Des hépato-protecteurs et des anaeptiques cardio-respiratoires peuvent
également étre administrés [Popoff 1994].
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En présence de lésions intestinales nécrotiques et hémorragiques, la résection
chirurgicdle des segments lésés serait indispensable. Ceci est difficilement
envisageable d’un point de vue pratique et économique chez les petits ruminants
[Popoff 1989].

[11.1.2.2 Antibiothérapie:

L’ antibiothérapie vise a réduire la prolifération des clostridies dans I’intestin et dans
I’organisme. lls limitent ou suppriment la production de toxine, mais la toxine
secrétée antérieurement n’est pas inactivée : les antibiotiques n’ont donc que peu
d’effets sur les stades avancés de la maladie [Ann.3 2005].

L’antibiotique de choix reste la famille des pénicillines. Les antibiotiques a base de

céphal osporines, tétracyclines, érythroycine-lincomycine sont souvent inopérants.

L’antibiothérapie échoue trés souvent. Lors d’infection a C. septicum, on suppose
que la raison de cet échec est encore hypothétique, mais on pense qu’on peut
I’attribuer aux protoxines a, dont le pouvoir pathogene s’exprime bien apres la

disparition de C. septicum.

L’antibiotique est donc administré souvent trop tard, méme lorsqu’une métaphylaxie
est tentée [Manteca et al. 2005].

[11.1.2.3 Sérothérapie :

La sérothérapie peut étre employée pour le traitement des infections diagnostiquées

précocement [Ann.1 2005].

L’activité des toxines clostridiennes est inhibée par les anticorps spécifiques
(antitoxines). Une chevre peut étre sauvée par I’administration de 25 mL d’un sérum
contenant I’antitoxine de C. perfringens C et D adjoint d’un traitement antibiotique a
base de sulfamides [Blackwell et Butler 1992]. Cependant les antitoxines inhibent
uniquement les toxines circulantes et ne peuvent pas agir sur les toxines fixées sur
leur récepteur. [Dart 2005] De plus, les doses de sérum sont importantes et donc tres

colteuses. La sérothérapie est donc rarement prescrite atitre curatif [Popoff 1989].
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En plus de la vaccination, I’antitoxine peut entrer dans un programme de prévention
chez les animaux a risque. L’antitoxine fourniraa un animal 10 jours a 3 semaines de
protection [Ann.1 2005].

[11.1.2.4 Phytothérapie:

Au Mexique, certaines plantes traditionnellement utilisées dans le traitement des
affections gastro-intestinales, exercent action inhibitrice sur la croissance, la
sporulation et la production d’entérotoxine de C. perfringens type A. Quant aux autres

types de C. perfringens, aucune donnée n’a été publiée.

Les extraits de Psidium guavara, Haemotoxylon basiletto et Euphobia prostata ont
une activité anti-clostridienne. Il a éé démontré que P. guavara aurait une activité
anti-diarrhéique par raentissement du péristaltisme intestinal (observé in vitro)Ces
plantes peuvent étre utilisées a titre curatif mais aussi atitre préventif en les mélant a

I’alimentation [Garcia et al. 2002].

Le choix d’instaurer un traitement d’entérotoxemie est rare pour 2 raisons: larapidité
d’évolution de la maladie et la faible valeur économique des petits ruminants. Sa mise
en ceuvre est identique chez les ovins et les caprins. Le traitement symptomatique est
primordial, il est associé a une antibiothérapie a base de pénicilline. Le pronostic reste
cependant trés sombre. La sérothérapie donne de bons résultats mais elle est trop

co(iteuse.
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CONCLUSION



-Les agents etiologiques d’enterotoxemie sont les memes chez les ovins et les caprins.

Clostridium perfringens type A est le plus frequent en France, suivi de Clostridium perfringens type D. Cette
tendance s’inverse dans les autres pays. Les raisons de cette discordance sont encore inconnues, maisle
typage et le denombrement precoces et systematiques des Clostridies permettraient d’objectiver le role de
chacun des toxinotypes dans la pathogenie. Pour cela, des donnees comparatives sur la cinetique de
croissance bacterienne dans I’intestin chez les petits ruminants sains et malades seraient utiles.

Si effectivement, C. perfringenstype A est le principal agent d’enterotoxemie ovine et caprine en France, la
politique vaccinale devrait etre revue dans la plupart des elevages. De plus, Clostridium sordellii aune
incidence importante chez |es petits ruminants, mais son role dans la pathogenie est serieusement discute.
Des etudes approfondies reveleraient I’utilite de vacciner contre ce germe.

Alors quelesovins et les caprins sont sensibles aux memes agents etiol ogiques d’enterotoxemie, leur
specificite influence I’expression de la maladie sur les plans epidemiologique, clinique et lesionnel.

La forme ovine se declare preferentiellement chez les agneaux a I’engrais, provoquant des signes
systemiques et nerveux. A I’autopsie, peu de lesions apparaissent. Laforme caprine touche essentiellement
I’animal adulte en production, induisant une diarrhee profuses et hemorragique. L’examen necropsique est
marque par d’importants dommages intestinaux.

Aucun symptome, ni aucune lesion n’est pathognomonique de lamaladie.

La reponse vaccinale est egalement variable d’une espece a I’autre: les caprins necessitent des doses
vaccinales plus fortes et des rappels plus frequents que les ovins ; I’efficacite de la vaccination des chevres
reste contestable.

Les hypotheses actuelles qui tentent d’expliquer ces differences, sont axees sur la sensibilite

et lareceptivite specifiques des ovins et des caprins.

Aucune recherche a ce jour n’a permis de determiner les facteurs de sensibilite aux toxines clostridiennes
permettant d’expliquer la variabilite entre les formes ovine et caprine.

Grace ades outils diagnostiques tres performants et aux connai ssances actuelles en terme de genetique, les

hypotheses sont aujourd’hui plus facilement explorables.
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