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Liste des abréviations

DMEM : Dulbecco Modified Eagle’s Medium

EEL : Entéropathie Epizootique du Lapin

EOPS : Exempt d’Organismes Pathogénes Spécifiques
GQM : Gain Quotidien Moyen

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PLA : Inoculum obtenu par adhérence de la fraction 50 % sur boite de culture
cellulaire vide

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism
RIN : Dernier liquide de rincage lors du fractionnement par adhérence cellulaire
RK13 : Lignée cellulaire de reins de lapin immortalisée

RK501 : Inoculum obtenu par adhérence de la fraction 50 % sur des cellules RK13
(un passage)

RK502 : Inoculum obtenu par adhérence de la fraction 50 % sur des cellules RK13
(deux passages)

RT-PCR : Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
TEMI1 : Contenu caecal de lapin EOPS traité comme le TEC, témoin négatif

TEM?2 : Contenu caecal de lapin de compagnie non mort de pathologie digestive traité
comme le TEC, témoin négatif

TEM3 : Contenu caecal de lapin d’élevage non mort de pathologie digestive traité
comme le TEC, témoin négatif

TEC : Inoculum de référence de I’EEL, obtenu aprés dilution, centrifugation et
filtration de contenu digestif de lapin malade.

TEC4 : 4™ inoculum de référence, obtenu aprés 4 passages sur lapins.



Résumé

L'entéropathie épizootique du lapin est une patielalu systéeme digestif causant de lourdes
pertes économiques a la cuniculture européenngehtaétiologique reste inconnu a ce jour mais un
inoculum de référence (TEC4) permet de reprodwrg@dthologie. L'objectif de ce travail est de
mettre en évidence une bactérie ou une séquendeNdBactérien spécifique a cet inoculum. Les
espéces bactériennes présentes dans cet inocutu@éoseparées par centrifugation sur gradient de
sucrose suivi ou non d'un tri par adhérence sutureilde cellules. Ces fractions adhérentes aux
cellules de reins de lapins permettent de repredaipathologie par inoculation sur lapins sensible
Les analyses bactériologiques classiques et basté@piques des fractions permettent de mettre en
évidence une sélection de la flore au cours degidrsmements. L'analyse par Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) des différentes fradi@vec I'enzyme Acc | permet de mettre en

évidence une bande d’intérét spécifique aux inooslteproduisant la maladie.

Mots clés : EEL, fractionnement, bactériologiefnieon, profil



Abstract

Epizootic rabbit enteropathy is a digestive disetis® induces huge economic losses in
European rabbit production units. Its aetiologgtii unknown but a reference inoculum (TEC4) can
reproduce the pathology. The aim of the study idirtd a bacteria or a bacterial DNA sequence
specific to this inoculum. The bacterial speciesnfibin TEC4 were separated by centrifugation on
discontinuous sucrose gradient followed or not lmelkular adhesion sorting. The rabbit kidney cells
adhering fractions can reproduce the pathology nmculation on sensitive rabbits. The classical
bacteriological and bacterioscopical analyses shoariation and a selection of the flora in therseu
of the fractionation. Restriction Fragment Lengtiyiorphism (RFLP) analysis with Acc | show a

specific pattern for the fraction able to reprodtieepathology.

Keywords : ERE, fractionation, bacteriology, redtan, profil



Introduction

La cuniculture

Le lapin européendryctolagus cuniculys a I'inverse de nombreuses espéces d’animaux de
rentes, n'a été domestiqué que tardivement. Lewipre rapports de reproduction en captivité datent
de la fin du Moyen-Age mais, les gourmets de I'émogréférant le lapin sauvage ou de garenne au
lapin d'élevage (Lebas, sans date), I'essor devaie rationnel a réellement commencé a la fin du
19™ siécle. Au siécle dernier, des sociétés d’élewane créées, des races mutantes non adaptées a la
vie sauvage sont sélectionnées (Lebetsal, 1997). En Belgique, plusieurs races locales sont
créées telles que le Géant des Flandres, le Bl&ederen, le Blanc de Termonde,... (Filiere avicole

et cunicole, sans date).

Dés les années 50, les petits élevages et leggéevamiliaux ont tendance a disparaitre suite
a l'apparition de la vente de viande congelée gbstia cause de I'épidémie de myxomatose. Les
éleveurs professionnels sont sortis plus ou maidemnes de cette crise, essentiellement grace a la
vaccination efficace de leur cheptel (Lebas, sats)dAlors que l'industrialisation de I'élevagespd
forme vers la fin des années cinquante, les racedels sont remplacées par deux races importées des
Etats-Unis : le Néo-Zélandais blanc et le Califemdont la conformation des pattes est plus adaptée
au grillage des cages et dont la productivité estéseure. Les progrés en management et en
automatisation des années septante permettentlexeues de gagner du temps sur le nettoyage et
I'alimentation. Ayant plus de temps pour s’occupes animaux, ils mettent en place le sevrage
précoce et un hybride néo-zélandais/californierbéseet al, 1997). Dans les années quatre-vingt,
guelques grosses unités de productions comportetitoa 500 femelles voient le jour en Belgique
(Filiere avicole et cunicole, sans date). Leur igaesest facilitée par I'insémination artificiellemdue
possible par la synthése d’analogue de la GnRhcdraduite en bandes est mise en place dans
beaucoup d’élevages permettant I'égalisation délegales portées par adoption des nouveaux-nés
(Bolet, 1998).

La consommation annuelle mondiale de viande de& legi de 280g par personne. Une grande
variation est remarquée en fonction des pays, dgpafan et par personne au Japon a 8,8kg par an et
par personne a Malte. La viande de lapin est ssmiitres peu d’interdits religieux mais, le lapin
étant de plus en plus considéré comme un animabdgagnie, sa consommation n'est plus aussi
appréciée que par le passeé. Vingt pays produidestde 80 % de la production mondiale (Lebests

al., 1997). L’Europe latine est le plus grand productet consommateur, I'ltalie en téte avec une



production de 300 000 tonnes et une consommationedle de 5,71 kg par habitant. La Belgique
reste le douziéme plus grand producteur avec 24d@fites de carcasses par an (Lebasl, 1997)
grace a ses 240 000 femelles reproductrices (Eiicole et cunicole, sans date). La production
interne n’étant pas suffisante pour la consommg8dt mondial) la Belgique importe de la viande de
lapin. Les importations proviennent surtout de Hangt de Chine (respectivement 95 et 40 % de leur

production étant destinée a I'exportation).

La consommation de viande de lapin, bien qu’enidgéotste encore élevée surtout dans les
pays d’Europe latine. Il en est de méme pour lagmhe scientifique, la moitié des communications
du 8éme Congrés Mondial de Cuniculture (Puebla xitye - Septembre 2004) provenait d’équipes
italienne, francaise et espagnole ! La productielgé actuelle est, comme en France, répartie k#tre
élevages industriels et « artisanaux ». Ces darrsent relativement difficiles a quantifier mais
représentent une portion non négligeable de layotah, un quart a un tiers en Belgique (Colin et
Lebas, 1995). Malheureusement la production cuaieblspécialement la production vivriére est en

déclin dans nos pays ce qui risque d’entraineraugenentation des importations.

Apparition de I'Entéropathie Epizootique du LapitE(l)

Fin de l'année 1996, début 1997, les premiers casednouvelle pathologie digestive
apparaissent en France en Poitou-Charentes (DLe@R). A I'époque, la maladie est improprement
appelée entérocolite épizootique du lapin. Certalmexrcheurs utilisent encore ce terme aujourd’hui,
alors qu'en l'absence de complication bactérieneeosdaire, une des caractéristiques de cette
pathologie est I'absence de signe dinflammatiorcnmscopique et microscopique notamment du
tractus digestif (Licois, 1998, Marlier et Vindewdg1998, Dewréeet al, in press). En moins d'un
an, I'entéropathie épizootiqgue (EEL) se répand an partout en Europe de I'ouest. Il est difficile
d’évaluer la proportion des élevages touchés pdie ceathologie car il existe peu d'études
épidémiologiques. En Angleterre, 13 éleveurs suragd@nt répondu au questionnaire British
Commercial Rabbit Associatiomprétendent avoir relevé les symptémes d'entéripatlans leur
élevage depuis janvier 1996 (Jones et Duff, 208h).France, 95 % des élevages ont été ou sont
actuellement touchés par 'EEL (Jacqujrettal, 2001). Il est certain que I'Angleterre, les P&gs,
l'Allemagne, la Belgique, la France, ['ltalie, laoHgrie et I'Espagne sont touchés de maniere

importante.

La situation épidémiologique s’'aggrave en 1999sdae la bacitracine de zinc, seul

antibiotique relativement efficace pour controless Isignes cliniques de I'EEL, est interdite



d'utilisation chez les animaux destinés a la comsation humaine. Aujourd’hui, a nouveau
disponible sur le marché belge, la bacitracineaesbrisée en France, en Espagne et aux Pays Bas

comme substance médicamenteuse et traitementie. |[Hle est interdite en Italie et en Hongrie.

Description de la maladie

Les animaux touchés sont, principalement, ceux &g a 14 semaines (Marlier et
Vindevogel, 1998) mais des cas ont été décrits deezanimaux plus jeunes (Boiset al, 2005) et
plus agés, notamment parmi le cheptel reprodudidaois, et al, 2000). Les lapins sauvages ne
semblent pas touchés contrairement a d’autres lpgibe spécifiques du lapin comme la myxomatose
et la maladie hémorragique virale. Les signes quies retenus pour l'identification de 'EEL en
élevage sont: une mortalité importante (30 a 8ch®z des animaux agés de 6 a 14 semaines,
précédée d’'une chute de consommation d’alimenteetdainsi que des ballonnements et bruits d’eau
(Duval, 1998). Des symptdbmes plus inconstants peuétre retrouvés, comme des impactions

caecales, des faibles diarrhées et I'excrétion ueus

La confirmation de la suspicion d’'EEL s’obtient'@uitopsie. Les Iésions retrouvées sont une
dilatation de tout le tractus digestif y compris lstomac (Duval, 1998, Marlier et Vindevogel,
1998). Le contenu digestif est souvent anormaleriguide. Le contenu caecal peut étre liquide ou
impacté. La présence d’'une grosse quantité de nueuisétre remarquée dans le colon voir moins
frequemment dans lintestin gréle (Coudet al, 1997). En I'absence de surinfection, aucun signe
d’'inflammation n’est remarqué (Licois, 1998) coimeanent aux autres pathologies digestives du lapin
(Marlier, et al, 2003a). L'EEL est également la seule pathologiasdlaquelle une atteinte de
'estomac est systématique. De maniere irréguliéestaines lésions microscopiques peuvent étre
retrouvées au niveau intestinal, par exemple irfdsations leucocytaires de kanica muscularisla
présence de cellules apoptiques et de débris ringdean atrophie des villosités, un amincissendent
la parois,... (Licois, 1998, Licois et Coudert, 198%wrée et al, in press). Une forte présence de
mucus et de bactéries est mise en évidence agoFatam a I'hématoxyline et éosine. Au microscope
électronigue a transmission des bactéries int@ptysmique et intercellulaire de type gram - petiven

étre mises en évidence (Dewyréeal, in press).

Sur le terrain, 'EEL s’observe souvent conjointetné d’autres pathologies. En effet, elle
perturbe grandement I'équilibre de la flore digestidu lapin (Dewree et al, 2003). Une
augmentation du nombreEbcherichia coliet deClostridiumspp est régulierement remarquée chez
les lapins atteints. En ce qui concerneGésstridium les seules toxines retrouvées sont les toxines de

type A et C (Dewreeet al, 2003, Marlier et al, 2006), responsables d’entérite nécrotique chez la



volaille et le porc. En plus de perturber I'équidilde la flore bactérienne, I'EEL augmente I'exorét
des coccidies (Coudert, 2003, Marjiet al, 2006) pathologie fréquente chez le lapin (Mayletral,
2003a), avec lesquels elle agit en synergie, ewandiune mortalité plus élevée (Coudest al,
2000a). Le diagnostique final de 'EEL n’est doras gevident sur le terrain. Il repose essentiellémen
sur I'aspect épidémiologique dans I'élevage, I'olaBon des Iésions typiques chez un grand nombre
d’individus et l'absence d’isolement d’agent pathog digestif primaire du lapin (Marlier et
Vindevogel, 1998).

Des le début de I'épidémie, 'EEL a montré unedarbntagiosité (Duval, 1998, Le Gadit
al., 1998, Boisaqtet al, 2005). Cette observation a vite permis d’élimilesr causes non biologiques
comme étiologie de la pathologie. Il a été démoqgtré I'agent peu survivre jusqu’a 3 a 4 mois dans
I'aliment (Licois, et al, 2000), le rdle vecteur de celui-ci est souleveppasieurs auteurs (Licqigt
al., 2000, Jobertet al, 2001, Duperrayet al, 2003).

L'enquéte de Larour (2004) a permis d'évaluer &ddurs de risques en élevage. La conduite
en bande multiple qui entraine le contact aveadeasaux d’'ages différents, le transfert des lapecea
au sevrage, l'alimentatioad libitum I'atteinte de I'élevage par de la pasteurellobeogique, des
traitements antibiotiques systématiques ont éténmc comme des facteurs de risques majeurs. A
linverse, le lavage des mains de I'éleveur en&reniaternité et I'engraissement, une densité faible
d’animaux (< a 17 lapins/m?) et le transfert dgsrlas plutét que des jeunes au sevrage semblent étr

des facteurs de protection.

Aucun traitement ne permet la disparition totald’BEL d’un élevage infecté. Les deux seuls
antibiotiques permettant un contréle de la pathelapnt la bacitracine (Duperragt al, 2003,
Boisot, et al, 2004, Maertenst al, 2005) et la tiamuline (Coudest al, 2000b, Licoiset al, 2000).
Des l'arrét de ces traitements, les mortalités eepent (Maertenset al, 2005). L’addition d’'un
immunostimulant (MacroGard) entraine une meilledgonse au traitement antibiotique, méme si,
utilisé seul, il n’a aucun effet sur la mortalitéla morbidité (Coudeytet al, 2000b). Le traitement de

la coccidiose est un point important dans le céaté la mortalité (Couderet al, 2000a).

L'utilisation systématique de bacitracine permeéviter I'apparition de signes cliniques
(Richard et al, 2000, Boisatet al, 2004) mais est peu recommandée que ce soit aawnidu colt
gue des réglementations européennes. Le plus tampast d’éviter les facteurs de risque décrits pa
Larour (2004), de respecter les mesures d’hygiéémentaire et de traiter toute pathologie sous
jacente, spécialement la coccidiose. Une immumisatprés infection a été décrite par Boisot (2005),
de méme qu’une transmission d'immunité de la margane. L’'observation d’'un élevage infecté et

non traité permet de mettre en évidence cette intgudn effet, les jeunes semblent étre immunisés



pendant les deux premiéres semaines post sevrage,ingoorte I'dge auquel celui-ci a lieu
(Macchionj et al, 2000). Rochambeau et collaborateurs (2006) gaaeux ont démontré une
corrélation entre les animaux résistants a 'EElest origine génétique. Bien que ce lien statisgiq
ait été confirmé par Garreau et collaborateurs §p0héritabilité de cette résistance semble faibl
Une sélection génétique pour favoriser la résigtates lapins a I'engraissement serait possible mais

ne semble actuellement pas étre une solution adidi®n exploitation.

Lorsque la pathologie est reproduite sur des lamrempts d’organismes pathogenes
spécifiques (EOPS), le taux de mortalité est begu@bus faible que sur le terrain, 20 & 25 % au lie
de 30 a 80 %. Ceci pourrait s’expliquer par I'aleged’agents pathogénes opportunistes dans la flore
de lapin EOPS, qui sont par contre, présents awelapins conventionnels (Licois, 1998, Matlier
al., 2006). Si les animaux sont immunodéprimés patijestions de corticoide, le taux de mortalité
post infection est semblable a celui du terraininditateur le plus intéressant pour juger la
reproduction expérimentale est I'évolution du gauotidien moyen (Licois, 1998). L'évaluation de
celui-ci a permis de mettre en évidence une pha&smpe de la maladie. Une chute du gain quotidien
moyen (GQM) est remarquée dés 18h post inoculatiorevient & la normale au deuxiéme ou
troisieme jour pour chuter a nouveau au jour 5s@ioe I'inoculum est chauffé 10 minutes a 55°C,

seule la phase précoce est retrouvée (Masdteal, 2003b, Coudert et Licois, 2005).

L’entéropathie épizootique apparue en 1996 présgggeressemblances avec une pathologie
décrite depuis la moitié du vingtiéme siecle : t&opathie ou entérite mucoide. Cette pathologie
touche essentiellement les animaux entre 7 et dfises. Les symptdmes sont : une profusion de
mucus, une dilatation de tout le tractus digestifuee mortalité élevée (Badiglat al, 2000).
L’entéropathie mucoide sévit essentiellement awatsHt/nis et en Angleterre, les cas sont plutét de
type sporadique et non épizootique comme I'EEL (Weil et Needham, 1996). Cette pathologie est
également présente en Belgique (Peeters, 19893 derl'apparition des premiers cas d’EEL en
Europe, plusieurs chercheurs ont suspecté I'ajae I'entéropathie mucoide en Europe (Badiola

et al, 2000, Guitanet al, 2000). Aujourd’hui, il est admis que ce sont dpathologies différentes.

Aspect economique

En Belgique, les pertes économiques annuelles duBSEL sont évaluées a plus de 10
millions d’euros (Dewreeet al, 2003). Bien que le taux de mortalité semble dirain(Macchionj et
al., 2000) les éleveurs belges perdent en généraloeniO % de leur cheptel & cause de I'EEL (De

Hertefelt, communication personnelle).



Recherches effectuées a ce jour

Les premieres exploitations touchées par 'EEL emaicomme point commun le méme
fournisseur d’aliments (Licojset al, 2005). C’est donc tout naturellement que la péeenhypothese
développée fut celle de l'intoxication alimentai@ette hypothese fut contestée par différenteseéfud
notamment celle de Lebas sur le réle de I'alim@998) mais également par celle de Le Gall sur la
reproduction du syndrome (1998). Une étiologie dtikaise de I'EEL est la conclusion de ces
premiers travaux. La pathologie a pu étre repredgifice a du contenu digestif de lapin malade (Le
Gall, et al, 1998, Licois et Coudert, 2003). Un inoculum d&ménce appelé « TEC » a été crée a
partir de ces contenus digestifs (Licois et Coyd2®03). Cet inoculum a été passé de maniére
successive sur lapins EOPS tout en conservant@ovop infectieux, donnant lieu a une succession
d’'inoculum caractérisé par leur nombre de passd@&l, TEC2, TECS,...). Aujourd’hui en
quatrieme passage, 1ul de TEC4 reproduit toujauradladie par voie digestive (Licois et Coudert,
2005). Aucune autre voie d'infection n'a pu étrend@trée a ce jour, a I'exception d’'un essai a parti
de broyat de poumon non confirmé par la suite (kied Coudert, 1999). Les tentatives d’inoculation

a des souris n'ont pas permis de reproduire lersynel (Marlier, communication personnelle).

L’hypothése de I'agent étiologique viral fut engéa ensuite. Les éléments favorables a cette
hypothése, étaient le développement épidémiqueadendladie, l'inefficacité de la plupart des
antibiotiques et la contagiosité élevée. Des @ads virales ont été observées dans les intestins
d’animaux malades mais l'inoculation de ces palgiem’a pas permis la reproduction de la pathologie
(Licois et Coudert, 1999). Des rotavirus sont pnésehez 30 % des animaux de terrain et dans le
TEC mais une fois isolés, ne reproduisent pas I'EMarlier, et al, 2003b). Une inoculation d'un
TEC modifié, ne contenant plus de rotavirus a perlaireproduction de la pathologie (Szalo et
Marlier, 2006). L'absence de calicivirus, pestigirgircovirus, adénovirus, coronavirus et parvayiru
dans le TEC a été démontrée par PCR ou RT-PCRigliebal, 2005). La cause virale a donc été

abandonnée.

Les pathologies parasitaires ont été relativemeatécartées elles aussi. En effet, méme si la
présence de nombreuses coccidies est remarquée teurain (Marlier et al, 2006), celles-ci sont
absentes du TEC ; aucun examen direct ou par tpobie flottaison ne permet de mettre en évidence
des ceufs de parasites (Licois et Coudert, 2003jeviaet al, 2006).



La flore bactérienne présente dans le TEC estitBs en bactéries réagissant positivement a
la coloration de Gram, il ne contient pasQ@lestridium spiroformeou piliforme (Licois, et al, 2005)
qui sont les agents pathogenes primaires du traigestif chez le lapin (Marlieret al, 2003a). En
outre la flore colibacillaires tant entéropathoggme commensale est totalement absente. Aucune des
especes bactériennes isolées a partir du TEC aun@iax malades n’a permis de reproduire la
pathologie (Marlier et al, 2003b, Marlier et al, 2006). L'agent serait donc une bactérie non
cultivable ou tout au moins non cultivable sur defeux conventionnels tant en aérobiose qu’en
anaérobiose. La phase précoce de la pathologiegpreuteproduite en chauffant le TEC 10 minutes a
55°C (Coudert et Licois, 2005), en le filtrant sure membrane de 0,45u (Marliet al, 2003b), ou
en inoculant le surnageant d’'une centrifugation carssin de sucrose (Szaket al, 2006). Cette

phase précoce serait vraisemblablement du a uimetox

Afin d’'appauvrir la flore de TEC, Szalo (2006) adtionné 'inoculum sur un gradient de

sucrose. Cette manipulation sera le point de déledfétude abordée dans ce mémoire.

Objectifs de la recherche

Les tentatives de mise en évidence de I'agent @amtkthodes de bactériologie classique ne
se sont pas révelées concluantes. La bactériengmiple semblant étre une bactérie non cultivalile su
milieux ordinaires et la flore du TEC étant relativent complexe, une étude moléculaire semble la
plus appropriée. Le but de la recherche est d'abtere séquence nucléotidique caractéristique de
'EEL clinique. Cette séquence devra se retrougeplupart du temps dans le TEC, ses différentes
fractions reproduisant la pathologie et chez lesmanx malades. Elle devra étre absente des fraction
de TEC ne reproduisant pas la pathologie ainsictyee les lapins sains. Au départ de cette séquence
une espece bactérienne sera identifiée puis isfiéed’étre «n fine » réinoculée a des animaux

sensibles pour vérifier le premier postulat de Koch

Dans un premier temps, un fractionnement du TECnésessaire. Le nombre d’especes
bactériennes présentes sera réduit, ce qui faailéemise en évidence d’'une ou plusieurs séqushce(
d’intérét. Pour ce faire, nous utiliserons la aémgation sur gradient discontinu de sucrose dédo
par Szalo et collaborateurs (2006) suivie par shd&dhérence sur tapis cellulaire (Szalo et Marli
2006). Ce test a été choisi pour sélectionner axirmen les bactéries pathogenes, en effet, celles-ci
sont généralement capables d’adhésion (Niemeinal, 2004). Dans un second temps, des profils de
restrictions seront réalisés sur les différentexctibns reproduisant ou non la pathologie. Les

séquences présentes dans les fractions infectieuaes absentes des autres seront séquencées,



analysées dans des bases de données nucléotidiqeeberchées sur des lapins d’élevage atteints ou
non d’'EEL.

L’établissement d’'un lien statistique entre la pr&e de la séquence d'intérét et la présence
de la pathologie permettra de mettre en place strdte diagnostique, une étude facilitée des mises e

cultures du TEC et ouvrira des perspectives insarges dans I'étude de la pathologie.

Matériel et méthode

Fractionnement sur gradient discontinu de sucrose

TEC 4 a éteé fractionné en suivant la méthode dépéle par Szalo et collaborateurs (2006)
sur coussin de sucrose. Cing solutions de sucfds@o( 20 %, 30 %, 40 % et 50 % poids / volume)
ont été préparées dans de l'eau distillée puigddit au travers d’'une membrane de 0,2 um. Les
différentes solutions sont délicatement superpodaes un tube de 15 ml, les fractions les plusetens
en dessous. Un millilitre de TEC4 est déposé pasuke Le tube est ensuite centrifugé a 1780 g
pendant 20 minutes a 4°C. Les fractions surnag&art, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % et culots (figure 1)
sont séparées. Elles sont ensuite centrifugées@®®@ pendant 3 minutes a 4°C. Les surnageants
sont jetés et les culots suspendus dans 2 ml dé &ld&009 % pour étre lavés par centrifugation
(20 000 g, 3 min, 4°C). Les culots sont re-suspendans 0,5 ml de NaCl a 0,09 % afin que la

concentration initiale en bactéries soit analoguelle du départ.

Fractionnement par adhérence cellulaire

Des cellules de la lignée RK13 sont cultivées deiama classique dans du Dulbecco
Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplémenté de 5 % sErum foetal de veau, 100 000 Ul/l de
pénicilline, 100 mg/l de streptomycine, 0,1mM d&es aminés non essentiels et 2,5 mg/l de

piramicine, a 37°C sous 5 % CO2

Pour le fractionnement par adhérence cellulaire, lbwite de culture de RK13 de 75cm? a
confluence est utilisée. Vingt-quatre heures aVardculation, le milieu de culture est remplacé pa
du DMEM, sans antibiotique, afin d’éviter touteiantanti-microbienne sur le TEC. Apres 24h, le

milieu est retiré entierement et 1 ml de la fractd® % est inoculé sur le tapis cellulaire. Aprés 4
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Figure 1 : Visualisation des différentes fractions de la centrifugation sur
gradient discontinu de sucrose

Avant centrifugation Apres centrifugation

Surnageant

10%

20%

30%

40%

50%

Culot



d’'incubation a 37°C, l'inoculum est aspiré et Ipisacellulaire est rincé trois fois au PBS stéafim
d’éliminer les bactéries non adhérentes. Les @dlldt les bactéries adhérentes sont raclées et
suspendues dans 1 ml de milieu de culture sansiatigue puis congelées afin d’éclater les cellules

eucaryotes. L’inoculum obtenu est dénommé RK501.

Un second passage identique est alors réalisélaveaction RK501 décongelée, permettant
d'obtenir la fraction RK502. Le dernier liquide dingage (2 ml) au PBS stérile est gardé comme
témoin (RIN). Un fractionnement témoin a été réalsir des boites de cultures cellulaires vides

traitées exactement de la méme fagon. Un seul gassété effectué pour réaliser la fraction « PLA »

Afin de visualiser les bactéries adhérentes, disleg RK13 ont été cultivees sur des lames
compartimentées (Lab-tek™) et inoculées dans lesi@néconditions. Elles ont été observées au
microscope aprés fixation de 12h a -20°C dans ohdien d’acétone/éthanol (1/1) et coloration de

gram et Hemacol&r

Inoculation des fractions de TEC sur lapins seasibl

Les inoculations ont été réalisées en collaboratieec I'unité de recherche d’Infectiologie
Animale et Santé Publique de I'Institut NationalRiecherche Agronomique a Tours. Pour la premiére
inoculation, cinquante-quatre lapereaux néo-zéianH®PS de 4 semaines ont été répartis en trois
lots de 18 a raison de 6 cages de 3 lapins. Tauarianaux ont été pesés 7 jours et 4 jours avant
I'inoculation. Dix-huit lapins ont été inoculés pes avec 100 ul de la fraction 50 % par animal; dix
huit avec 100 pl de la fraction RK501 par animatliethuit avec 100 pl de contenu caecal de lapin
EOPS par animal. Ce dernier groupe a servi de téri suivi clinique quotidien des animaux a été
effectué sur la base du nombre de lapins atteiatdigrrhée et sur base du taux de mortalité. Les

animaux ont été pesés a JO, J3, J6 et J8 apragdtion.

Pour la seconde inoculation, septante-six laperesép-zélandais EOPS agés de 4 a 6
semaines ont été inoculés. Dix-huit lapins ontidt&ulés par voie orale au moyen de 100 ul de
contenu caecal de lapin EOPS par animal (groupeitdn®1 lapins au moyen de 200 pL de RIN par
animal, 18 lapins au moyen de 100 pL de RK502 pana et 19 lapins au moyen de 100 pL de PLA
par animal. Un suivi clinique quotidien des animaugté effectué sur la base du nombre de lapins
atteints de diarrhée et sur base du taux de mértaks animaux ont été pesés a J-7, J-4, J02,J13J

J6 et J8 par rapport a la date d’'inoculation.
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L'analyse statistique a été réalisée avec le iIelgBAS (Statistical Analysis System, 2000).
Le modéle linéaire avec données répétées a éeutiles effets considérés, étaient le traitenent,

jour ainsi que l'interaction entre les deux. Laréation entre mesures successives a été modélisée.

Etude bactérioscopique des fractions 50 % et RK501

Une coloration de gram a été effectuée sur 10 pdhdeue fraction. Quatre photos ont été
capturées au hasard pour chaque lame a un grossigsde 1000 fois. Toutes les bactéries présentes
sur les photos ont été comptées et réparties atidande leurs caractéristiques tinctoriales (liéact
positive ou négative a la coloration de Gram) etede forme (coque, bacille de petite, moyenne ou
grande tailles et spores) selon le protocole dgaiitSzalo et collaborateurs (2006). Une répantitio

moyenne en pourcentage des différents types bateai €té calculée a partir des quatre comptages.

Etude bactériologique des fractions 50 %, RK50RK502

Les bactéries cultivables en aérobiose (géloseaag sle mouton et MacConkey) et en
anaérobiose (gélose au sang de mouton et Schaddles)les fractions ont été déterminées par un
protocole standard (Marlieet al, 2006). Brievement, dix microlitres ont été inarukur les boites
gui ont été ensuite incubées (a 37°C pendant 24l)différentes colonies ont été identifiées sweba
de leur morphologie, puis repiquées et identifi@ebon des procédures « standard » (Barrow et
Feltham, 1993). Des identifications précises oatofttenues par les galeries APl 20NE, Api 20 Strep
et Rapid ID 32A (BioMérieux) selon les instructiats fabricant.

Etude des profils de restriction des fractions BEF

L'ADN total a été extrait des 7 fractions de la wdngation sur gradient discontinu de
sucrose, des fractions RK501, RK502, du TEC3 et 4,ECun contenu caecal d’'un lapin EOPS
(TEM1), du contenu caecal d'un lapin de compagmie mort de pathologie digestive (TEM2) et du
contenu caecal d’'un lapin d’élevage non contamiméllEEL (TEM3) par le QlAamp DNA Stool

Mini Kit (QUIAGEN®) selon les recommandations du fabricant.

La séquence codant pour 'ARN 16S a été amplifsfeRCR grace a des amorces universelles
aux eubactéries : 5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG& 5 TAC GGY TAC CTT GTT ACG
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Tableau I : Enzymes de restrictions utilisées

Site de restriction | Température
Accl a1l (AC)(TG)AC 37°C
Ava Il clenmncce 37°C
Cfol ccaelc 37°C
Rsa cTlAc 37°C
Sau3A 1 leaTc 37°C
Taq I Tlcea 65°C

Figure 2 : Fractionnement par adhérence cellulaire

Coloration de gram d’une culture de RK 13 sur lame lab-teck inoculée avec la fraction
50% de la centrifugation sur coussin de sucrose



ACT T 3’ en utilisant un cycle de 5 minutes a 94@vi par 30 cycles de (30s a 94°C, 30s a 61,5°C,
90s a 72°C) puis d’'une derniére élongation de Sutema 72°C. Les produits de PCR ont été dialysés
sur membrane millipore (0,025 um). La quantité dMDobtenue a été quantifiée par

spectrophotométrie & 260 nm.

Les différents échantillons ont été digérés par eneyme de restriction, six enzymes
différentes ont été utilisées (tableau I). Poufaie, 1pug d’ADN purifié a été mis en contact ated
d’enzyme dans un volume total de 20 pl d’eau carter? pl de tampon spécifique a I'enzyme,
pendant une heure aux températures d’activitésifgpérs des enzymes. Les profils de restriction

obtenus ont été analysés avec le logiciel Bio-G¥ilber Lourmat).

Résultats

Les fractionnements

Les différentes fractions de la centrifugation @mssin de sucrose sont visibles a la figure 1.

La visualisation des fractionnements par adhéreetialaire a permis de mettre en évidence
des bactéries gram + en contact avec les cellHdS8 Rfigure 2). Sur 6 champs pris au hasard lors de
la visualisation au microscope, 80,5 % +/- 10,71% € 95 %) étaient en contact étroit avec les
cellules pour I'inoculum RK501 91,9 % +/- 9,2 % (#5 %) pour I'inoculum RK502. Dans un puits
témoin sans tapis cellulaire, une faible quantéédctéries gram + et gram - adhérentes a la l@me d

culture a été mise en évidence.

Inoculation des fractions de TEC sur lapins seasibl

Fractions 50 % et RK501

Les mortalités ont débuté a J4 pour le lot RK5@ukdlapins sur dix-huit) et le lot 50 % (un
lapin sur dix-huit). Des mortalités ont égalemeét @servée s a J5, pour 3 lapins / 16 restants che
les animaux inoculés avec le RK501 et 1/ 17 resther les animaux inoculés avec la fraction 50 %.
Le taux de mortalité total est de 11 % et 28 % eepement pour les animaux inoculés avec la
fraction 50 % ou RK501.
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Figure 3 : Lésions de dilatation du tractus digestif retrouvées sur trois
lapins morts d’EEL

Photos prises par le Docteur Dominique Licois



A l'autopsie, tous les sujets morts présentaientdsions typiques d’entéropathie, a savoir une
sévere dilatation de la partie antérieure du tubestif, estomac compris, une parésie caecale, une
guantité anormale de mucus dans le tractus ingsén I'absence d’inflammation dans les différents

organes (figure 3).

L’'analyse des GQM est présentée a la figure 4. tinee nette du GQM est présente des le
troisiéme jour post inoculation tant chez les lapimoculés avec la fraction 50 % (P = 0.0014) que
ceux inoculés avec la fraction RK501 (P = 0.00%)cune différence significative de GQM n’a été
mise en évidence entre les lots inoculés. Dansuehbm, 17 des 18 lapins inoculés ont présenté une

chute de poids significative (morbidité est don®de).

Fractions RIN, PLA et RK502

Seules deux mortalités ont été observées respawivtea J4 dans le lot PLA et J5 dans le lot
RK502. Le lapin du lot PLA ne présentait commedasiqu’une légére distension de l'intestin gréle
sans atteinte stomacale, probablemeodt-mortem Par contre, celui du lot RK502 présentait les
Iésions caractéristiques de I'EEL. Aucune mortalit® été observée parmi les animaux inoculés avec
RIN

L'analyse des GQM est présentée a la figure 5. tinde globale des GQM a été observée
entre JO et J2 post-inoculation pour le lot RINletlot RK502 (respectivement P =0,0156 et
P =0,0226) et entre J1 et J3 pour le lot PLA (30001). Aucune chute significative de GQM n’est
remarquée dans le lot témoin. Les lots traitésrésgmtent aucune différence significative entre eux
mais, ont tous un GQM inférieur au lot témoin (B,8105 pour le lot RIN, P = 0,006 pour le lot
RK502 et P = < 0,0001 pour le lot PLA). Aucun lapinculé n’a présenté de chute de GQM pendant

plusieurs jours consécutifs.

Etude bactérioscopique des fractions 50 % et RK501

Les comptages bactériens sont présentés au tdbleda la figure 6. Le profil de la fraction
50 % du TEC 4 est semblable a celui observé pofratdion 50 % du TEC3 bien que les « spores »
semblent moins fréquentes dans TEC4. L'inoculum ®RK&e contient que des bactéries réagissant
positivement a la réaction de Gram, les sporessebactéries réagissant négativement & la coloratio

de Gram n’étant pas observées.
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Figure 4 : Evolution des GQM lors de I’inoculation de lapins sensibles
avec les fractions RK501 et 50%
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Figure 5 : Evolution des GQM de I’inoculation de lapins sensibles avec
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Tableau IV : Répartition des bactéries en fonction de leur forme et leur
capacité tinctoriale a la coloration de gram, dans les fractions de TEC4

50% TEC4 RSl
Grand bacille gram - (BB-) 0% 0%
Bacille moyen gram - (MB-) 19% 0%
Petit bacille gram - (SB-) 11% 0%
Coque - 9% 0%
Spore 4% 0%
Grand bacille gram + (BB+) 1% 3%
Bacille moyen gram +  (MB+) 30% 30%
Petit bacille gram + (SB+) 12% 27%
Coque + 13% 40%

''. Szalo, et al., 2006

Figure 6 : Répartition des bactéries en fonction de leur forme et leur
capacité tinctoriale a la coloration de gram, dans les fractions de TEC4
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Tableau V : Etude bactériologique des fractions de TEC 4

Milieu Bactéries CFU/mll
moyen
CSB aérobie
TEC4 | CSB anaérobie 10,5. 10°
SH anaérobie
CSB aérobie Brevundimonas vesicularis
Enterococcus faecium
Bacillus sp
Mannheimia haemolytica
CSB anaérobie | Enterococcus faecium
Clostridium glycolicum
Clostridium histolyticum
Clostridium sporogenes
Clostridium septicum
50% Clostridium fallax 2,6.1 0°
Clostridium sordelli
SH anaérobie Enterococcus faecium
Bacillus sp
Clostridium fallax
Clostridium tyrobutyricum
Clostridium glycolicum
Clostridium perfringens
Clostridium sporogenes
Clostridium acetobutylicum
CSB aérobie
RK501 | CSB anaérobie 0,65.10°
SH anaérobie
CSB aérobie Enterococcus faecium
Sphingobacterium spiritivorum
CSB anaérobie | Enterococcus faecium
Clostridium septicum 6
RK502 Clostridium fallax 1,5.10
SH anaérobie Enterococcus faecium
Clostridium perfringens
Gemella morbillorum

CSB = G¢élose colombia au sang de mouton

SH = Gélose de Schaedler
! calculé sur 6 comptages (2 sur CSB en aérobie, 2 sur SH en anaérobie et 2 sur CSB
en anaérobie)



Etude bactériologique des fractions 50 %, RK50RK502

Les inventaires des flores bactériennes cultivatbbssfractions 50 % et RK502 sont présentés

dans le tableau V.

Etude des profils de restriction des fractions BEF

Acc |

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié sont présentés a la figure 7. Les
fractions 40 %, 50 %, culot et RK501 partagent &ma profil, les fractions 20 % et 30 % partagent
un profil différent. Aucune bande n’est visible siprofil du RK502. Une bande d’environ 550 pb est
visible dans le profil des fractions RK501, TECEQ4, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, culot et est
absente chez les témoins et la fraction surnag8ante dendrogramme, toutes les fractions de TEC4
sont éloignées de celui-ci ainsi que des autreandilons non fractionnés (TEM1, TEM2, TEM3 et
TEC3).

Ava ll

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié est présentés a la figure 8. Toutes
les fractions sucrose (Surnageant, 10 %, 20 %, ,300%%6, 50 % et culot) partagent le méme profil,
tres différent de celui des fractions RK501 et RK5font une seule bande est visible. Sur le
dendrogramme, ceux-ci sont trés éloignés des alufretsons a I'exception de TEC3. Les profils des

témoins sont différents I'un de l'autre et ont gieubandes communes avec les fractions de TEC4

Cfo |

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié sont présentés a la figure 9. Toutes
les fractions sucrose ont le méme profil, & I'exwep de la fraction surnageant. Celle-ci reste
néanmoins trés proche des autres sur le dendrograoma seule bande d’environ 700 pb présente sur
le surnageant les différenciant. Les témoins nfsgéfEM1, TEM2 et TEM3) sont eux aussi proches
I'un de l'autre sur le dendrogramme. Une bandedfen 370 pb apparait sur la fraction RK501 alors
gu’elle n'est présente sur aucune autre fractiomE#G4 ou le TEC lui-méme. Le profil de la fraction

RK502 n’est pas visible sur le gel.
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Figure 7 : Profil de restriction de Acc I sur les
différentes fractions du TEC4, TEC3, les témoins
négatifs et le dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM

15 .25 3 501 502 3 4
v e




Figure 8 : Profil de restriction de Ava II sur les
différentes fractions du TEC4, TEC3, les témoins négatifs
et le dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM
1+ Sk 501 502 3 4




Figure 9 : Profil de restriction de Cfo I sur les différentes
fractions du TEC4, TEC3, les témoins négatifs et le
dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM
1 -2nd 501 502 3 4




Figure 10 : Profil de restriction de Rsa I sur les
différentes fractions du TEC4, TEC3, les témoins négatifs
et le dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM
& 1 2 -3 501 502 3 4 g




Figure 11 : Profil de restriction de Sau 3A I sur les
différentes fractions du TEC4, TEC3, les témoins négatifs
et le dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM
- | 2 3 _ 501 502 3 4 ou

-~




Figure 12 : Profil de restriction de Taq I sur les
différentes fractions du TEC4, TEC3, les témoins négatifs
et le dendrogramme associé

PM TEM TEM TEM SUR 10 20 30 40 50 CT RK RK TEC TEC PM
1502 501 502 3 4

e w, (S




Rsa |

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié sont présentés a la figure 10. A
nouveau, les fractions sucrose partagent le méofi. fires fractions RK501 et RK502 ont, comme a
chaque fois, un profil identique. Néanmoins, adeption de ces groupes, les autres profils partagen

trés peu de similitude (moins de 40 %).

Sau 3A |

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié sont présentés a la figure 11. Les
profils de TEM1, TEM3, TEC4, surnageant, 40 %, 5@®«culot sont identiques et ne different que
d’'une seule bande d’environ 1000 pb des fractidh%120 % et 30 %. Les autres fractions partagent

0% de similitude avec les premieres et entre dllegqrofil de RK502 n’est pas visible.

Taq |

Le profil de restriction ainsi que le dendrogramassocié sont présentés a la figure 12. Les
fractions sucrose possédent encore une fois le npafié, différent de celui des fractions RK501 et
RK502 aussi. Les autres profils sont assez senddalts ne different généralement I'un de l'autoe q

d’'une ou deux bandes.

Discussion

En fonction des recherches déja effectuées, I'ingsat étiologique la plus probable est un
agent bactérien. En effet, malgré la présence é&rdtgude rotavirus (Marlieet al, 2003b), les autres
familles virales n'ont jamais été mises en évidertuez les animaux malades ou dans le TEC (Licois
et al, 2005). De plus, les particules virales se reteatndans le surnageant aprés centrifugation sur

gradient discontinu de sucrose, fraction ne repsacht pas la maladie (Szaket al, 2006).

Les études bactériologiques traditionnelles n'ayarde jour, pas permis la mise en évidence
d'un agent bactérien responsable de 'EEL (Liceisal, 2005, Marlier et al, 2006, Szalpet al,
2006), une étude moléculaire de I'inoculum semlre éne approche incontournable pour la mise en
évidence de I'étiologie de 'EEL. Les résultatstdies préliminaires (Badigl&t al, 2005, Szalo et
Marlier, 2006) sont par ailleurs encourageantsdg&pit de la grande efficacité de ces méthodes, un

appauvrissement de la flore bactérienne de I'inobulTEC4 est apparue comme une condition
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essentielle aux études moléculaires. Cet appaewnist facilitera par aprés les tentatives de mise e

culture de I'agent, une fois que celui-ci auraiééhtifié.

La méthode de fractionnement sur coussin de suaodéja été employée par Szalo et
collaborateurs (2006) sur l'inoculum de référendeCB. Les différentes fractions ont été inoculées
avec des résultats variables, démontrant I'efftéade la méthode pour une premiére sélection
différentielle des flores bactériennes. La fract&ih% obtenue a partir de TEC4 a été sélectionnée
pour le second fractionnement, I'agent étant ptésanquantité suffisante tout en étant débarrassé
d'une grande partie des débris végétaux présemis @&C4. Malgré une légere difference de
composition avec la fraction 50 % du TEC3, la fi@act50 % du TEC4 reproduit fidelement la
pathologie comme le montre l'inoculation des animBOPS. Ces résultats confirment ceux obtenus
par Szalo et collaborateurs (2006) concernant uimdo@ie bactérienne, les particules virales se
retrouvant dans la fraction surnageant. Ces donoBegté confirmées par Licois (communication

personnelle).

Apres un premier fractionnement mécanique, unifranement biologique a été effectué par
adhérence sur tapis cellulaire. Ce fractionnemesrmpt de sélectionner les bactéries capables
d’adhésion, qui est souvent la premiere phase dyatieologie bactérienne. Des lignées d’entérocytes
de lapin n’étant pas disponibles, Marlier et S{edéérence) ont développé une méthode de production
de culture primaire des cellules de la muqueusestimale de lapin. Ces cultures primaires étant
fastidieuses et peu résistantes, la lignée RK13téa sélectionnée pour les tests d’adhésion
préliminaires sur base de leur origine spécifidadapin), de leur facilité de culture ainsi que base
d'une étude sur I'adhérencelH’ coli entéropathogéne du lapin (Marches al, 2000). Comme la
virulence du TEC4 permet de reproduire la pathe@gi millieme de la dose habituellement inoculée
(Licois et Coudert, 2005), un double passage diuleeinsi qu’un triple rincage étaient nécessaire
pour ne seélectionner que les bactéries adhéremtéimiter les risques de contamination. Ayant
remarqué la capacité d’adhérence de certainesrizscsu plastic, I'inoculum PLA était nécessaire
pour confirmer que I'agent était bien adhérent aebules et non au plastic. Le liquide du dernier

rincage a été gardé pour vérifier I'efficacité @enc-ci.

L'inoculation des animaux au moyen de RK501 et 5@epsoduit parfaitement I'entéropathie
selon les critéres habituels. Méme si le taux detatitg total n'atteint pas les valeurs observées e
élevage, elles sont comparables aux autres regrodsi@xpérimentales (Licois, 1998, Marliet al,
2003b, Marlier et al, 2006, Szalpet al, 2006). La morbidité est, quant a elle, trés ée(@ %)

démontrant bien la présence de I'agent dans lesfdactions testées.
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A l'inverse, l'inoculation au moyen de RK502, RIN LA ne permet pas de poser de telles
conclusions. Bien qu’'une différence significativdsée entre le GQM des lots traités et du lot non
traité, aucun lapin ne présente de chute de GQMiqus jours consécutifs. La morbidité est donc
difficile & estimer et la mortalité est trés faiblespectivement 0 %, 5,5 % et 5,2 % pour lesRils,
RK502 et PLA. Ayant retrouvé les lésions typiquesI'&#EL sur un cadavre et notant tout de méme
une différence de poids entre les lapins traitésoet traités, il ne fait aucun doute que l'agerit so
présent dans les différentes fractions testéesniN@as sa concentration ou sa forme pourrait étre
altérée ce qui pourrait expliquer la forme atypigetouvée dans cette reproduction ; tout comme a

dose plus faible, TEC4 reproduit la pathologie awee cinétique variable (Licqist al, 2005).

Les analyses bactérioscopiques des fractions antipee comparer leurs compositions sans
passer par une sélection sur boite de culture difesrences remarquées par rapport aux comptages
précédents (Szalcet al, 2006), notamment au niveau des spores, peuvente&pliquées par la
différence entre TEC3 et TEC4. En effet, méme siitmculums sont préparés de la méme facon,
TEC4 est reconnu comme étant plus virulent et dncomposition différente de ses prédécesseurs
(Licois et Coudert, 2005). La non visualisation Bastéries gram négatives aprés passage sur culture
cellulaire peut s’expliquer, a la fois par une glaiminution de leur nombre, mais également par la

difficulté de les mettre en évidence au milieu désris cellulaires de méme caractéristique tinateri

Une sélection importante de la flore bactérienmebde avoir été faite entre la fraction 50 % et
RK502 puisque sur les 13 especes identifiees agafradtion 50 %, seules 4 sont encore retrouvées
dans la fraction RK502. Deux nouvelles espéces é&gaiement mises en évidence dans cette fraction
par rapport a la fraction 50 %Sphingobacterium spiritivoruret Gemella morbillorumSi les CFU/ml

sont comparables, la population bactérienne prés=ttbien différente.

Les espéces bactériennes identifiées dans ladnas0 % avaient déja été mises en évidence
lors de précédentes études (Marliet al, 2003b, Marlier et al, 2006, Szalo et Marlier, 2006) a
I'exception deBrevundimonas vesicularist Mannheimia haemolyticaLa premiere est une espéce
ubiquiste qui se retrouve dans le tractus dig€stizéby, 1998). Anciennement classée dans la amill
desPseudomonadBrevundimonas vesicularisst un pathogene opportuniste, responsable, fmilu
du temps, de maladies nosocomiales de type septid&iang et al, 2006). A I'inverseMannheimia
haemolyticaest un pathogéne primaire des ruminants, resplendalpneumonies, de mammites et de
septicémies (Euzéby, 1998). Néanmoins, le pourgentdidentification étant relativement faible
(75,4 %) la bactérie isolée pourrait fort bien étrePasteurella espece bactérienne commensale du
lapin (Kpodekonet al, 1999).
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Les nouvelles espéces bactériennes isolées de atdiofr RK502, Sphingobacterium
spiritivorum et Gemella morbillorumsont également responsables d’infections nosodesniga
Scola et Raoult, 1998, Hiaret al, 2002). Sphingobacterium spiritivorumest présent dans
I'environnement (Hiaret al, 2002) tandis qu&emella morbillorunest un habitant naturel des tractus
digestif, respiratoire et urogénital (Valipouet al, 2005). A ma connaissance, les capacités
d’'adhérence cellulaire de ces deux especes bautésen’ont pas fait I'objet de recherches

spécifiques.

Les profils de restrictions des différentes frawsiade sucrose sont semblables (Sau 3A |,
Acc 1) voir identiques pour les enzymes Ava Il, Rsdaq | et Cfo | & I'exception de la fraction
surnageant. Ces résultats sont en contradiction ewex obtenus par Szalo et Marlier (2006) qui
avaient mis en évidence une bande spécifique d@mwiO0 pb aux fractions reproduisant la maladie
grace a l'enzyme Sau 3A|l. L'étude de Szalo et Marleffectuée sur le TEC3, n’est que peu
comparable avec celle-ci. En effet, méme si ledilprde TEC3 sont comparables entre ces deux
études, ceux de TEC4 et de ses fractions sont bistiscts. La différence entre ces deux inoculum
est encore démontrée par les patterns obtenuscettiesétude, en effet ceux-ci ont souvent peu de

bande en commun.

Si les bandes d'intéréts mises en évidence pap &xallarlier ne sont pas retrouvées ici, trois
autres bandes ont suscité un intérét dans cetle.dta premiére, de 532 pb dans la restrictionesfo
retrouvée sur tous les inoculum reproduisant lahglagie, excepté le TEC3, elle est
malencontreusement présente dans la fraction seenggqui ne reproduit pas la maladie. Son
intensité est plus élevée dans les fractions 1208p et RK501. La seconde, de 607 pb est visible su
la restriction Ava Il dans toutes les fractionsgierose, TEC3 et TEC4 mais est malheureusement
absente des fractions RK501 et RK502. Ces fragmsanisintéressants mais ne permettent pas une
distinction nette entre les fractions reproduiskntmaladie et celles ne la reproduisant pas, ils
permettent néanmoins une distinction entre la ptugdas inoculum et les témoins négatifs. Cela

pourrait avoir une importance dans le cadre d'uiwdogie multiple.

La troisieme bande mise en évidence se retrouve ldamstriction Acc I. Elle mesure 552 pb
et est présente dans toutes les fractions repierttuis maladie ainsi que dans le surnageant mais en
intensité plus faible. Elle est la seule bandetdii& mise en évidence pour cette étude. L'appariti
de bandes dans les fractions RK501 et RK502, nsiblgs sur la fraction 50 % ni sur le TEC4 sont
certainement dues a la sélection et au dévelopgephes important de certaines bactéries lors du
fractionnement. Les dendrogrammes ne permettentinauegroupement « phénotypique » des
différents échantillons, comme l'avait remarqué iBeddans son étude sur les exploitations atteintes
d’EEL (2005).
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L’absence du profil de RK502 dans les restrictigkc |, Cfo | et Sau A3 1 s’explique
difficilement mais n’est pas d'une grande impor@anEn effet, dans chacun des profils accomplis,
RK501 et RK502 possédent exactement le méme pattesnprofils manquant seront tout de méme

effectués a nouveau pour confirmer ce résultatmirdire.

Perspectives d’avenir

Les fractionnements testés par inoculation monte sélection de la flore bactérienne ainsi
gu’'une persistance de I'agent méme si une secaraellation de la fraction RK502 a triple dose est
prévue pour confirmer ces résultats. Ces conclaspmrmettent a I'avenir de se passer des cultures
cellulaires primaires de muqueuse intestinale danmise en place est laborieud®e plus, ces
fractions permettent la visualisation de certaibasdes d'intéréts dans les profils de restrictions.
Celles-ci pourront étre clonées, séquencées et a@mp dans des banques de données de séquence
16S. Leur présence pourra également étre rechedemsdes élevages touchés par I'entéropathie. Une
fois un lien établi entre la séquence génomigue etésence de I'agent, une méthode de culture de
celui-ci devra étre mise en place. Au cas ou aliemnne pourrait étre établi, d’autres techniques d
biologie moléculaire pourraient étre employées, mxemple la Denaturating Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), la Ribosomal Intergeniccgpainalysis (RISA) ou la Terminal-Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (T-RFLP).
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