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ETUDE DU RÔLE DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS DANS L'ENTÉROTOXÉMIE BOVINE
(résumé) par C. MANTECA, G. DAUBE, J. MAINIL 
Lauréats du Concours ordinaire de la VIe Section (période 1997-1998)
(Chaire de Bactériologie et de Pathologie des Maladies bactériennes, Faculté de Médecine Vétérinaire de l'Université de Liège au Sart Tilman.)
RÉSUMÉ
L'entérotoxémie bovine est une affection fatale d'origine digestive, à évolution aiguë ou suraiguë, la mort survenant en deux à douze heures avec, comme signes cliniques possibles, des crises de coliques, des convulsions et des troubles nerveux. Les lésions les plus constantes sont celles d'entérite nécrohémorragique de l'intestin grêle, en tout ou en partie, accompagnée de colite nécrohémorragique dans certains cas. Les animaux élevés en système allaitant y semblent particulièrement sensibles. Les circonstances d'apparition décrites à partir de 78 cas de terrain font apparaître l'existence d'un stress vingt-quatre à trente-six heures avant la mort de l'individu : changement de régime, changement ou mise à la prairie, vaccination, traitement antiparasitaire... Il ressort des examens bactériologiques que la bactérie majoritairement impliquée est C. perfringens de toxinotype A non entérotoxinogène dans sa forme végétative. Un test en anses ligaturées avec quelques unes de ces souches a permis de reproduire la lésion la plus caractéristique d'entérite nécrohémorragique, tout particulièrement avec une des souches étudiées, dont il fut par après démontré qu'elle produit une autre toxine récemment décrite, la toxine β2. Une action de la toxine β2 dans le syndrome d'entérotoxémie bovine constitue l'hypothèse de travail pour le futur.
SUMMARY
Bovine enterotoxaemia is an acute to peracute syndrom occurring mainly in calves and characterized by the sudden or very rapid death of the calf, with colics, convulsions and nervous disorders as clinical signs, if any. The most pronounced lesion is a necrohaemorrhagic enteritis of the jejunum, the ileum, and sometimes the colon. Suckling beef calves are the most frequently affected ones. In 67 % of the 78 field cases investigated, some kind of stress was observed 24 to 36 hours prior to the death : change in diet or pasture, vaccination... The most frequently isolated bacteria, and the one isolated in highest numbers, was non-sporulated non-enterotoxigenic toxinotype A Clostridium perfringens. Reproduction of the lesions was successful in a ligated intestinal loop assay in one calf with a few of these strains, more especially with one of them, which was shown later to produce another recently described toxin, the β2 toxin. A role for this β2 toxin in bovine enterotoxaemia is thus speculated for future research.
INTRODUCTION
Le terme d'entérotoxémie définit une pathologie aiguë, voire suraiguë, caractérisée par la résorption dans la circulation sanguine de toxines élaborées dans l'intestin. Leur production fait suite à une prolifération dans l'intestin, dans des circonstances souvent mal définies, de la bactérie qui en est à l'origine. L'entérotoxémie du veau est une affection fatale d'origine digestive, qui a d'importantes répercussions sur le bétail allaitant, de type Blanc-Bleu Belge. D'autres races bovines y sont également susceptibles, mais de manière moins importante. Depuis très longtemps, Clostridium perfringens (Rood et Cole, 1991 ; Daube, 1992 ; Songer, 1996) a été tenu pour responsable de cette affection clinique, bien que d'autres espèces du genre Clostridium aient aussi été mises en cause (Manteca et Daube, 1994). Ces conclusions d'études réalisées dans d'autres pays ne semblent cependant pas s'appliquer aux cas répertoriés en Belgique. L'étude clinique et anatomopathologique des entérotoxémies bovines de nos régions s'imposait donc.
Les buts de ces travaux étaient donc : 1) de définir les circonstances d'apparition et de préciser le tableau clinique et lésionnel de l'entérotoxémie bovine en Belgique ; 2) de vérifier si C. perfringens est vraiment associé au syndrome et, dans ce cas, d'en reconnaître le(s) toxinotype(s) impliqué(s) ; 3) de tenter une reproduction expérimentale des lésions afin de valider les conclusions obtenues.
Circonstances d'apparition et tableau clinique et lésionnel
A l'occasion d'une enquête réalisée sur le terrain, 78 animaux « cas » répondant aux critères d'entérotoxémie (mortalité subite, éventuellement précédée de coliques, et montrant à l'autopsie des lésions d'entérite  hémorragique) ont été étudiés.  A titre comparatif, 64 animaux (dits animaux « témoins »), morts dans des circonstances excluant totalement l'entérotoxémie, ont également été analysés. Une anamnèse fouillée et une autopsie ont été systématiquement réalisées ainsi qu'une étude histopathologique des organes lésés. Le pourcentage moyen (calculé sur trois ans) de cas suspects d'entérotoxémie dans les exploitations est de 5 +/- 1 % par an. Les animaux touchés sont essentiellement (89 %) de race Blanc-Bleu Belge. La plupart sont âgés de deux à quatre mois (98 +/- 33 jours), quoique des animaux à l'engrais soient recensés (4 %), comme des animaux adultes (3 %). Dans 75 % des cas, les animaux sont des veaux au pis.
Dans 67 % des cas, l'existence de conditions stressantes (changement de la ration, changement ou mise en prairie, vaccination, traitement antiparasitaire,...) est notée 24 à 36 heures avant la mort. Dans 55 % des cas, l'animal est retrouvé mort ou comateux, sans qu'aucun symptôme précurseur n'ait alerté l'éleveur. Sinon, les signes cliniques les plus fréquents sont, dans un premier temps, des signes de coliques (19 %) et un refus de se lever (18 %). Les lésions intestinales consistent en pétéchies sur la séreuse (19 %), tandis que la muqueuse montre un aspect congestionné à hémorragique (90 %). Le contenu est hémorragique et de consistance liquide (78 %). Dans 68 % des cas, seul l'intestin grêle est entrepris. Les lésions intéressent le plus souvent (67 %) quelques dizaines de centimètres du jéjunum ou de l'iléon, mais, dans certains cas (32 %), plus de la moitié de la longueur de ces organes est touchée. Quand l'iléon est lésé, le caecum et le colon peuvent également être atteints (22 %). Les ganglions mésentériques drainant les zones entreprises sont augmentés de volume et oedématiés (87 %), voire hémorragiques (10 %).
Au niveau histologique, les portions distales des villosités sont systématiquement nécrosées. Des fragments de la muqueuse se retrouvent dans la lumière qui contient également des érythrocytes intacts, des débris de nature indéterminée, du mucus et des bactéries majoritairement Gram positif. La portion intacte des villosités, la sous-muqueuse et les vaisseaux sanguins montrent un afflux important de polymorphonucléaires neutrophiles et de macrophages. Dans certains cas, des agrégats érythrocytaires d'aspect proche des thrombi ont été observés. La pénétration bactérienne au sein de la paroi intestinale reste très limitée. Les cellules nerveuses des complexes de Meissner et d'Auerbach montrent parfois un début de dégénérescence expliquant l'iléus paralytique suspecté dans certains cas. Les hépatocytes situés en périphérie de la veine centrolobulaire démontrent une vacuolisation, voire une nécrose nette, confirmant ainsi le processus d'entérotoxémie.
Etude qualitative et quantitative de la flore intestinale
Les contenus intestinaux des animaux appartenant aux groupes « cas » et « témoins » ont vu les bactéries composant leurs flores aérobie et anaérobie identifiées et leurs dénombrements réalisés. Après culture en anaérobiose, les clostridies ont été significativement plus fréquemment isolées en fin d'épuisement des ensemencements réalisés à partir du contenu intestinal grêle d'animaux « cas » que d'animaux « témoins » (moyennes de dénombrements significativement plus élevées). De plus, C. perfringens, minoritaire chez les animaux « témoins », devient le constituant principal de la flore croissant en anaérobie chez les animaux « cas ». Cette augmentation du nombre de C. perfringens est bien la conséquence d'une multiplication (facteur 100 à 1000) des formes végétatives, car la proportion de formes sporulées n'est pas modifiée chez les animaux « cas » par rapport aux animaux « témoins ». Ces observations viennent renforcer l'hypothèse de l'origine de l'entérotoxémie bovine dans une multiplication anarchique des C. perfringens. De plus, la dérive de la flore étant limitée aux zones lésées, et le caractère hémorragique du contenu intestinal ne se retrouvant pas en aval des lésions, on peut supposer que l'entérotoxémie s'accompagne d'une perturbation importante de la motricité intestinale.
Bien que dans une moindre proportion, C. sordellii a été aussi isolé de manière significativement plus fréquente à partir du contenu intestinal d'animaux « cas » que d'animaux témoins». Ces souches étaient cependant non toxinogènes et leur identité peut donc être mise en doute. La flore anaérobie Gram négative (Bacteroides sp. surtout) représente, elle, un élément quantitativement négligeable dans nos analyses.
En ce qui concerne les cultures effectuées en atmosphère aérobie, il n'existe de fréquence significativement plus élevée d'isolement parmi les animaux « cas » par rapport aux animaux «témoins», que pour les vérotoxinogènes d'E. coli (vtec), par ailleurs responsables d'autres entérites hémorragiques (Mainil, 1999). Il ne peut dès lors être exclu que certains cas ponctuels d'entérotoxémie soient dus à cette bactérie.
Typage moléculaire des souches bactériennes
Des sondes génétiques spécifiques des toxines majeures α, β, ε et ι, de l'entérotoxine, ainsi que de trois toxines mineures, ont été obtenues afin de réaliser le typage par le test d'hybridation adn-adn sur colonies (« dna Colony Hybridization » ou dch). Des tests pcr pour détecter les gènes qui codent pour les toxines α, β, ε, ι et pour l'entérotoxine ont aussi été développés (Daube et al., 1994a). Ces deux techniques génétiques ont été validées par rapport à la technique de référence (toxinotypie sur souris). Des techniques de ribotypage ont par ailleurs été appliquées aux souches de C. perfringens issues d'animaux « cas » et « témoins », afin de vérifier l'existence d'une parenté clonale.
Les 523 souches isolées d'animaux « cas » et les 182 isolées d'animaux « témoins » hybridaient avec la sonde pour la toxine a, mais aucune n'était positive avec les sondes pour les toxines β, ε et ι. Une seule souche était positive avec la sonde pour l'entérotoxine tandis que les trois sondes correspondant à des toxines mineures étaient hybridées par quasi toutes les souches testées. Toutes les souches isolées de bovins, à une exception près, appartenaient donc au toxinotype a non entérotoxinogène. Ces résultats ont été confirmés par test pcr sur un nombre plus restreint de souches.
Aucune parenté clonale entre les souches isolées n'a pu être mise en évidence. Plus que l'émergence d'une souche particulièrement virulente, il semble donc que c'est l'ensemble de la population résidente des C. perfringens qui se multiplie et concourt au développement des lésions.
Reproduction des lésions en anses intestinales ligaturées
Les essais de reproduction des lésions d'entérotoxémie ont porté sur un modèle d'anses intestinales ligaturées. L'importance quantitative de la production de toxine a par les souches de C. perfringens a été évaluée grâce à un test ElisA (Ginter et al., 1994). Une souche de C. bifermentans et deux souches de C. sordellii (dont une de toxicité connue) ont également été étudiées.
Un veau de race Pie-Noire, âgé de quinze jours, a été utilisé lors de cette expérience. Des anses ligaturées ont été réalisées au niveau de l'intestin grêle et chacune a été inoculée par une ou par plusieurs des souches. L'animal a été maintenu sous anesthésie durant douze heures puis euthanasié. Les lésions et le contenu de chaque anse ont été analysés.
Des lésions inflammatoires de type nécrohémorragique étaient présentes à hauteur des anses inoculées avec les quatre souches de C. perfringens et avec la souche toxinogène de référence de C. sordellii. Par contre, aucune lésion n'existait à hauteur des anses inoculées avec la souche non toxinogène de C. sordellii issue du terrain, ou avec la souche de C. bifermentans. Les lésions macroscopiques les plus importantes se situaient dans les anses ayant reçu la souche de C. sordellii de référence et la souche de C. perfringens la plus productrice de toxine a (seule ou en association avec d'autres souches). Il a été ultérieurement démontré que cette souche de C. perfringens, au contraire des autres, produit aussi la toxine β2, nouvellement décrite, et responsable de ce type de lésions nécro-hémorragique chez des porcelets (Gibert et al, 1997). Une enquête rétrospective par test dch avec une sonde spécifique de cette toxine β2, a par ailleurs démontré que les souches positives étaient présentes en plus grands nombres chez les animaux « témoins » que chez les animaux « cas » (données non publiées).
CONCLUSIONS
Ces travaux ont permis de confirmer les circonstances d'apparition, la clinique et le tableau natomopathologique, de l'entérotoxémie bovine en Belgique. La bactérie impliquée dans la majorité des cas est C. perfringens de toxinotype A non entérotoxinogène dans sa forme végétative, mais des souches de C. sordellii et de vtec pourraient éventuellement être impliquées dans certains cas. L'essai de reproduction des lésions en anses ligaturées accrédite cette hypothèse. L'implication de la toxine β2 de C. perfringens représente cependant la principale hypothèse de recherche pour le futur. Les outils mis au point dans le cadre de ce travail permettent d'aborder de façon plus aisée et plus efficace que par le passé, l'étude des pathologies dues à C. perfringens, et de ne plus devoir passer par le test de toxinoty-pie sur souris, toujours très laborieux à effectuer et éthiquement condamnable.
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