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RESUME

La présente étude a pour objectif d'évaluer I'implication des Escherichia coli
dans les pathologies digestives et de tester leurs sensibilités aux antibiotiques,
dans les élevages de lapins de la Wilaya de Blida.

Une enquéte par questionnaire a été menée et a révélé un taux de 90,48%
pour le syndrome diarrhéique dans nos élevages.

Sur un échantillon de 97 lapins, le pourcentage des diarrhées des trois
élevages suivis varie entre 14 et 17% et celui des mortalités est de 23,04%

pour un total de 230 lapins sevrés.

180 prélévements fécaux issus de trois élevages utilisant respectivement dans
I'eau de boisson: un désinfectant de batiment ; du vinaigre et un anti-stress, ont
été utilisés pour I'examen bactériologique. Les dénombrements colibacillaires
ont été différents : les valeurs des quatre semaines de suivi pour le premier site,
présentent une différence non significative (P>0,05), vs celles du deuxiéme et
du troisieme présentant une différence hautement significative (P<0,001).

De plus, sur un total de 50 souches d'E.coli isolées, 10% ont révélé une
résistance a I'Ampicilline vs 90% ayant une résistance intermédiaire. 96% des
souches sont sensibles a la Gentamicine. 92% sont sensibles a I'Amoxicilline vs

6% ayant une sensibilité intermédiaire et 2 % résistantes.

Mots clés: Escherichia coli, lapin, sevrage, troubles digestifs.



SUMMARY

This study aims to evaluate the involvement of Escherichia coli in digestive
diseases and to test their sensitivities to antibiotics in farmed rabbits in the
Wilaya of Blida.

A questionnaire survey was conducted and revealed a rate of 90.48% for the
diarrhea syndrome in our farms.

In a sample of 97 rabbits, the percentage of diarrhea followed by three farms
between 14 and 17% and the mortality is 23.04% for a total of 230 weaned
rabbits

180 faecal samples from three farms using respectively the drinking water: a
building disinfectant; vinegar and an anti-stress, were used for bacteriological
examination.

Colibacillaires counts were different: the values of the four week follow-up to the
first site, show an insignificant difference (P> 0.05), vs. those of the second and
third with a highly significant difference (P <0.001).

In addition, a total of 50 strains of E. coli isolated, 10% showed resistance to
Ampicillin vs 90% with intermediate resistance. 96% of strains were sensitive to
gentamicin. 92% are susceptible to amoxicillin vs 6% with a sensitivity

intermediate and 2% resistant.

Keywords: Escherichia coli, rabbit, weaning, digestive disorders.
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INTRODUCTION

La cuniculture est un secteur d'élevage particulier qui a dd faire face depuis
guelques années a une modification de ses pratiques; la production traditionnelle
a peu a peu laissé la place a des productions rationnelles mieux adaptées.

Deux syndromes principaux sont classiquement identifiés chez le lapin : le
syndrome respiratoire qui domine chez les adultes et le syndrome digestif, plus
fréquent chez les lapins en croissance [1]. Ces dominantes pathologies ménent
I'élevage a des problemes de morbidité et de mortalité ayant sans doute un impact

economique considérable.

Les études basées sur l'autopsie, ont révélé, selon l'age et le type
d'élevage, 14 a 98% des cas de mortalité sont liés a des lésions du systéme
digestif [2]. L'impact économique d'un épisode de maladie digestive est évalué a
0,78 €/lapin [3]

Dés le début des années 1980, des entérites dues a des souches
colibacillaires hautement pathogénes (EPEC) provoquent une morbidité et une
mortalité dépassant parfois 50 % chez les lapins sevrés [4; 5]. Ces souches
représentent chez le lapin la seule classe pathogéne d’'importance, puisqu’elles
sont responsables de 25 a 40% des pertes économiques en élevage en
comparaison avec les autres pathologies digestives rencontrées (coocidiose,
maladie de Tyzzer, rotavirose) [2 ; 4]. Ces répercussions économigues Severes,
par le biais de perte de poids, de retard de croissance et de mortalité ont bien
évidemment suscité l'intérét de nombreuses eétudes, révélant ainsi sa réelle

causalité dans les affections digestives.

En Algérie, les approches menées ne se sont jusqu’a maintenant pas intéressées
a cette pathologie. Il nous a apparu opportun d’explorer nos élevages cunicoles

avec une nouvelle vision et d’entreprendre une étude dans un objectif de :
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Evaluer l'implication du syndrome diarrhéique due & Escherichia coli dans nos

élevages cunicoles et de tester leurs sensibilités aux antibiotiques; sur une aire

d'étude se limitant a la wilaya de Blida.

Afin d’atteindre ces objectifs, nous envisageons dans notre travail deux parties :

o Une revue bibliographique comportant trois chapitres et relative a :

Un rappel sur les particularités de la flore digestive du lapin ainsi ses
différentes pathologies digestives.

Une exploration des différentes classes d’Escherichia coli entéropathogenes
associées a leurs facteurs de virulence puis nous présenterons une synthese
concernant la colibacillose du lapin.

Une synthése sur les méthodes d'isolement et d'identification des Escherichia

coli liés au syndrome diarrhéique chez le lapin.

o Une partie expérimentale comportant trois étapes :

Une enquéte sur le terrain par questionnaire destiné aux vétérinaires privés
dans un but de connaitre la situation des diarrhées dans nos élevages pour
mieux cerner la situation de nos élevages cunicoles selon la vision des
praticiens.

Un suivi de trois élevages de lapins en post-sevrage pendant quatre
semaines dans le but de déterminer le taux des diarrhées et des mortalités.
Un examen bactériologique des matieres fécales dans le but d'isoler et
d’identifier les souches d’Escherichia coli pour déterminer leur réle dans le
syndrome diarrhéique noté puis tester leurs sensibilités aux antibiotiques

choisis.
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CHAPITRE 1

PHYSIOLOGIE DIGESTIVE DU LAPIN ET LE SYNDROME DIARRHEIQUE

Chez le lapin en croissance ; les affections digestives, sous l'action de différents
agents causals, se regroupent sous le nommé Syndrome Diarrhéique, qui a fait
I'objet d’'une synthése dans ce chapitre, en abordant en premier la physiologie et

les particularités digestives de cet animal.

1.1 Le Lapin : un systeme digestif complexe :

1.1-1 Organisation générale

L’'appareil digestif est composé d'une succession de compartiments dont la
muqueuse est en contact avec le bol alimentaire : la bouche, I'oesophage,
I'intestin gréle (duodénum, jéjunum puis iléon), le ceecum, le cblon (proximal et

distal), puis le rectum abouchant a I'anus (Figure 1.1).

l. Esaphage
&_} R, F Paida:20 g
) ESTOMAC [:anle-u.-. 80-100 g

Contenu (% MSI1T%
- Cantenu (pH):15-2,0

Faouds: 10 g
Langueur:13 em
Contenu!l §

=L
47 INTESTIN] 03
GRELE [ .
FConte 3
[ Goneny (pH): 7.2

Comenui100-120 g G ™ ST
o CHLON PROXIMAL ]

| Langueur: 50 em [
L Camses (% MS1: 20.25% cou:n[
L Contenu {pH: 5.5
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Paidsz30 g
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COLON DISTAL
Fi s )

—— Longuewr: 90 cm

Conkanu (3 MS):20-40%
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Anuz

Figure 1.1: Appareil digestif du Lapin [26]
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Celui du lapin est trés particulier [6] : I'intestin gréle représente une faible part du
tractus digestif (56% de la longueur et 12% du volume de l'ensemble intestin
gréle-caecum-c6lon), alors que le caecum est tres développé : en volume, Il
représente 90% de l'ensemble intestin gréle-caecum-colon alors que pour la
plupart des especes domestiques il compte seulement pour 4 a 11% de cet
ensemble. Seul le cheval a également un caecum bien développé (30%). A ces
organes viennent s'ajouter des glandes annexes sécrétoires reliées a différents

niveaux de ce dispositif : les glandes salivaires, le foie et le pancréas.

Par ailleurs des éléments lymphoides, diffus ou organisés, sont disséminés tout
au long de l'appareil digestif lui conférant un réle important dans la défense de
'organisme : les plagues de Peyer de lintestin gréle, le sacculus rotondus au
niveau de la jonction iléo-caecale et l'appendice ceecal (ou vermiforme) a

I'extrémité distale du caecum [7].

1.1-2 Particularité digestive : ceecum, caecotrophie et I'activité dualiste du cblon :

Le lapin (Oryctolagus cuniculus) est un mammifére herbivore non ruminant qui se
distingue par des particularités:

- Anatomiques: a coté des caractéristiques de chaque segment digestif, le
lapin est marqué par l'existence de deux réservoirs de méme importance
volumétrique; I'estomac et le caeecum

- Biologiques: dés 1882, le docteur vétérinaire MOROT avait mis en
évidence la production par le lapin d'une variété de crottes molle entourées d'une

couche de mucus appelées caecotrophes et émises préférentiellement le matin [8].

Notre lapin et avec un geste de gymnastigue propre a lui récupere ses
ceecotrophes des leur émission directement de l'anus par aspiration. Le
phénomene de ceecotrophie (Figl.2) permet au lapin d'obtenir un supplément de
vitamine B, C et de matieres azotées [9; 10].
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Figure 1.2: La caecotrophie chez le lapin  [26]

Son grand caecum (40% de la masse digestive) une véritable cuve microbienne de
fermentation, contient une population de micro-organismes qui utilisent au mieux
les nutriments fournis par sa ration. Il s'agit de la synthése et I'absorption d’acides
gras volatiles (AGV), source d'énergie (peuvent couvrir 30 a 40% des besoins
énergétiques d'entretien du lapin adulte), issus des fermentations des bactéries

anaérobies [11; 12].

Le c6lon proximal du lapin (Figl.3) est capable de séparer des grosses particules,
issues de la digestion, de celle des petites et cela en directions opposées. Les
premieres, riches en fibres indigestibles sont éliminées, en fin de journée et la nuit,
sous forme de crottes dures. Les petites particules, ceecotrophes, avec une
direction rétrograde, rejoignent le caecum pour subir des fermentations

bactériennes. |l s’agit ainsi de la fonction dualiste du colon [11].
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Figure 1.3: Fonction dualiste du c6lon proximal [26]
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Si la ceecotrophie permet une utilisation optimale de la ration alimentaire, on est
en droit de penser que cette pratique favorise I'entretien des flores bactériennes
entéropathogeéenes, donc, la pérennité voir la dissémination des infections entre
congénéres notamment de la mére a ses petits (MILON, 1993) [13] cité par
GRANGE.S.K (2003) [14].

1.1-3- Flore digestive

La répartition de la flore "biocénose" dépend du segment du tractus digestif
"biotope" qui I'néberge ainsi que son réle lors de la digestion.

1.1-3-1 Implantation de la biocénose:

Le biotope caecal du lapin a fait I'objet de nombreuses études, principalement
menées par des nutritionnistes et des microbiologistes utilisant des méthodes de
laboratoires classiques et moléculaires.

Jusqu'a la fin de la premiére semaine d'age, la partie antérieure du tube digestif du

lapereau est presque stérile (contrairement a celle du porcelet ou du rat) [12].

A partir du 30éme jour, I'estomac est un biotope qui, malgré une variation
individuelle; permet une colonisation d'un nombre total de bactéries n’excédant
jamais 10" et 10° bactéries / g de contenu.

En revanche, l'intestin gréle présente une colonisation bactérienne plus rapide et
plus abondante, les populations de la flore se stabilisent au sevrage entre10°— 108

bactéries / g de contenu [15].

La biocénose ceecale et celle du colon est plus abondante (10" — 10° / g de
contenu) se maintient & des valeurs élevées (10° — 10'° / g de féces) tout au long
de la vie de 'animal [16; 15; 12].

Le caecum est un biotope assurant la dégradation des nutriments par les micro-

organismes aboutissant a la production de nombreux composeés, dont les
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principaux sont des gaz (CO2, CH4, H2),les Acides Gras Volatils ( AGV) et
I'ammoniac (NH3). Ces deux derniers sont absorbés en quasi-totalité par la paroi
caecale.

Dés que l'animal ingére l'aliment solide, vers 18 j d'age, la concentration caecale
en AGV augmente progressivement alors que celle de l'ammoniac baisse
légérement, entrainant ainsi une baisse progressive du pH [17]. Il est important
de signaler que les AGV exerce un rble de contrdle sur les colibacilles et les
clostridies (Figl.4); ces bactéries sous l'effet d'un facteur stressant peuvent
échapper a ce contréle, et se multiplier de facon anarchique et exercer leur effet

pathogéne sur la mugueuse intestinale.

Schéma 1 - Equilibre Flore Caecale Schéma 2 - Disparition de I"effet inhibiteur
Réle des AGV des AGV

Anatrobies
hY

E. coki X
Clastridies Stress Alimentalion

Anl'fbl'uﬁc‘ues

Figure 1.4: Effet des AGV sur I'équilibre de la flore caecale [8]

1.1-3-2 Prédominance d’une flore anaérobie :

Pendant les deux premieres semaines post-natales, le nombre de bactéries
anaérobies facultatives est parfois équivalent a celui des anaérobies stricts. Dés
la troisiéme semaine de vie, les bactéries anaérobies facultatives chutent (102-10%)
et sont fréquemment absentes apres sevrage alors que les bactéries anaérobies

strictes restent stables & 10%-10° bactéries/g du contenu caecal [2; 17].

Les bactéries anaérobies strictes non sporulées, Gram négatif, constituent la flore
digestive prédominante et caractéristigue du lapin tels que Bactéroides et

Fusobacterium.
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Les bactéries anaérobies sporulées, appartenant au genre Clostridium, sont
présentes en quantité 100 a 1000 fois inférieure a Bacteroides.
Chez le lapereau, I'absence du genre Lactobacillus est originale par rapport aux

autres mammiferes domestiques [17].

Le microbiote anaérobie facultative apparait simple, et dominé par les
streptocoques (Streptococcus faecalis et S. faecium) jusqu’au 14éme jours d'age.
Puis leur répartition devient plus irréguliére pour n'atteindre au sevrage que des
populations de 10? —10* par gramme de contenu [15; 13].

Contrairement au rumen, la biocénose caecale du lapin ne contiendrait ni

protozoaires, ni champignons anaérobies [18].

1.1-3-3 Flore colibacillaire :

Escherichia coli est généralement absent chez le lapereau de 2 ou 3 j d'age; il
apparait & 7 jours chez les lapins et atteint un maximum (10’ bact/g) a la fin de la
troisieme semaine d'age, puis chute brusquement pour se stabiliser a des
populations de 10* / g de féces aprés le sevrage [17]. En revanche, il n'est pas
rare de dénombrer, chez les adultes, 10° & 10** colibacille par gramme

1.1- d'excréments suite a une perturbation de la flore [19].

1.1-4- Sevrage:fraqilité digestive:

Le transit digestif du lapin semble sous la dépendance étroite des sécrétions
d'adrénaline. Une hypersécrétion associée a un stress entraine un ralentissement

de la motricité digestive et un risque élevé de troubles digestifs.

Les causes de ce dysfonctionnement peuvent étre non spécifiques (transport,
nutritionnelles, zootechniques) ou spécifiques (antibiotiques, bactériennes, virales,
parasitaires (coccidies)) isolées ou associées [19; 20]. Il en résulte un
déséquilibre de la flore ceecale usuelle et un arrét des habitudes, telle que la

ceecotrophie, créant ainsi un terrain favorable au développement de diarrhées
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colibacillaires ou autres [21; 22; 23]. La figure 1.5 représente un schéma

récapitulatif des différentes causes du dysfonctionnement digestif.

AGENTS PATOHOGENES

Eimeria ; Colibacilles (EPEC)
Clostridium spiroforme
Rotavirus ; Coronavirus ; Parvovirus

STRESS
Destruction des
Ralentissement du transit cellules épitheliales
intestinal \ / l
Stase intestinale :
Absorption
Manque de lest l perturbee
Stratégie alimentaire Perturbation de la Développement de
inadaptée - flore caecale - Cl'ostr,idium
l (Si présent)
Entérotoxémie
NH3
oH /
; ) l ) Développement
Aliments trop Dissociation des ibacillai
tamponnés > GV _ colibacillaire

Choc endotoxinique

Figure 1. 5: Causes de déreglement du caecum [5]

Les mauvaises conditions d'elevage (température, humidité, ventilation et
équipement) sont aussi des facteurs favorisant ou entrainant des pathologies
digestives [2; 24].
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L'alimentation du lapin constitue I'un des problémes les plus important a résoudre,
puisque d'une part elle représente 55 a 70% du codt de I'élevage [25] et d'autre
part ; elle peut perturber le métabolisme digestif dans le cas d'une distribution:

- Une ration inadaptée qualitativement ou quantitativement.

- Un abreuvement inadéquat.

- Un changement brutal du régime alimentaire.
Une alimentation destinée aux lapins doit prendre en considération la teneur en
énergie digestible(ED), en protéines et en fibres. Ces parametres different selon
la section d'élevage (reproduction, engraissement et sevrage) et I'age des
lapereaux; malgré qu'il soit impossible de déterminer avec exactitude la quantité et
la qualité des fibres qui pourraient garantir I'équilibre optimum santé productivité
[26].

Il est important de signaler que la section la plus susceptible aux maladies
digestives concerne les lapins en post sevrage, exige le respect des teneurs en
fibres dans leurs régimes [27]. Une alimentation déficiente en fibre est un facteur
qui pourrait augmenter la sensibilité des lapereaux vis-a-vis d'une infection a E.
coli [28]. La recherche, menée par GIDENNE et ses collaborateurs ; a démontré
que les fréquences des diarrhées, la mortalité et la morbidité sont
significativement réduites chez le lapin en post sevrage suite a une réduction
linéaire quantitative [29] et il est de méme pour le mode de distribution de

I'alimentation [30].

La composition chimique de I'aliment est aussi un facteur stressant le métabolisme
digestif. Nos lapins sont sensibles aux ionophores [31], aux résidus d'antibiotiques
[32], aux bactéries et les champignons et particulierement sensibles aux
mycotoxines [19; 33].

La qualité physico-chimique et bactériologique de I'eau d'abreuvement semblerait
causer des problemes digestifs et autres. L'eau doit étre correct au niveau
qualitatif et quantitatif, selon la section d'élevage et le type d'alimentation distribué
[2; 34].
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Un passage d'un régime lacté a un régime alimentaire solide et plusieurs fois par
jour, expose nos lapins a divers déreglements digestifs dont les causes sont
plurifactorielle s’expriment seules ou de fagon associée [36; 37].

Les colibacilles, un constituant normal de la flore digestif, n'ont pas été considéré
et pendant longtemps comme agents pathogénes vrais, malgré la forte
augmentation de la numération colibacillaire lors de pathologie digestive [14].

La reproduction expérimentale de colibacillose par certaines souches, telles que
les souches 015 et 0103, était le but de plusieurs chercheurs qui ont permis
d’affirmer définitivement I'extréme virulence de ces souches et leur implication
dans les diarrhées sévéres touchant les lapins sevrés et de déterminer la classe a
laquelle elles appartiennent [5; 38; 39].

1.2 Revue des principales maladies digestives (Le Syndrome Diarrhéique) :

Les affections digestives constituent la cause essentielle de la morbidité et de la
mortalité, chez le lapin de chair en croissance. Les étiologies de ces affections
restent encore parfois difficiles a établir car les signes clinigues ne sont pas
pathognomoniques. L’un d’entre eux, la diarrhée, est largement dominant : on la
rencontre dans plus de 95% des cas [1]. C’est surtout chez les jeunes lapins
apres le sevrage (4 a 10 semaines) que la diarrhée revét une importance
economique grave. On la rencontre parfois chez le jeune lapereau sous la mere
ou plus rarement chez les adultes ou elle représente généralement la
conséquence ultime d’'une autre affection [37; 20].

On représentera les différentes causes infectieuses ménant a ce syndrome chez

le lapin apres le sevrage.

1.2-1-Pathologies digestives d'origine bactérienne:

Selon la littérature plusieurs especes bactériennes ont été impliquées dans les
pathologies digestives du lapin domestique. A ce jour, seuls Escherichia coli,
Clostridium piliforme et Clostridium spiroforme sont les espéces les plus souvent

impliquées et sont I'objectif de plusieurs recherches.
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Escherichia coli : une partie ultérieure (ll) est consacrée pour établir une

synthése bibliographique concernant cette espece.

Clostridium piliforme: c'est I'agent causal de la maladie de Tyzzer. C'est
uniqguement dans sa forme aigue que des diarrhées sont observées chez des
animaux de tout age et principalement lors du sevrage. A l'autopsie, une typhlite
aigue pseudomembraneuse, un cedéme massif de la paroi caecale et des foyers
nécrotiques punctiformes disséminés dans le parenchyme hépatique et parfois
dans le myocarde peuvent étre observés. Le diagnostic de confirmation est
obtenu par une microscopie optique et la coloration de Giemsa ou imprégnation a

I'argent qui permet de mettre en évidence les bacilles intracellulaires [2].

Clostridium spiroforme: Ces germes anaérobies, sporulants et toxinogéenes
(Toxine dite iota-like) sont fréquemment rencontrés dans les épisodes
entéritigues. En France, C.spiroforme est diagnostiqué dans environ 10% des
examens effectués et il est aussi fréquent en ltalie [1]. Le diagnostic de
confirmation est simple, il est obtenu par la coloration de Gram qui met en
évidence la présence de grande guantité de bacilles Gram positif semi-circulaires

et un enchainement en forme hélicoidale spiralée caractéristique [40].

|.2-2 Pathologies digestives d'origine parasitaire :

De nombreux parasites sont régulierement observés ou isolés des feces
des lapins morts de diarrhée, il s'agit le plus souvent de:
Eimeria: Il s'agit de dix espéces de coccidies qui parasitent le lapin dont neuf
ayant un tropisme intestinal et une ayant un tropisme hépatique. Celles visant

I'intestin ont un pouvoir pathogene variable:

- [Especes trés pathogenes provoquant une forte diarrhée, mortalité
supérieur a 50%, DL50 +3000 ookystes et gros retard de croissance; il

s'agit de E.intestinalis et E.flavescens.
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- Especes pathogenes induisant des diarrhées, peu de mortalité et un retard
de croissance de l'ordre de 15 a 20% de poids vif; il s'agit de E.media,
E.Magna, E.piriformis et E.irresidua.

- [Especes peu ou non pathogénes n'induisant pas de diarrhées ni de
mortalité mais en cas d'une infestation massive un retard de croissance
peu étre mis en évidence; il s'agit de E.perforans, E.exigua, E.vedovski et
E.coecicola considérée comme non pathogene [19 ; 41].

La prévention et le contrle des coccidioses chez le lapin posent toujours un

probleme. Un examen direct est indispensable et doit étre suivi par un

comptage des ookystes dans les matieres fécales, a partir de 5000 ookyste par

gramme de feces le traitement devient indispensable [19].

Le principal probleme de cette parasitose est de déterminer si les coccidies

sont la cause primaire des pathologies digestives observées dans un élevage

particulier ou si elles ne font qu'exacerber le pouvoir pathogéne d'autres

agents tels que les E.coli [2].

Cryptosporidium spp.peut étre détecté dans 5.8% des contenus intestinaux
des lapins a l'engraissement présentant de la diarrhée. Il semblerait, que leur
présence diminue l'absorption intestinale vu que I'histologie révele une atrophie

et des lésions des villosités intestinales [19].

Lamblia intestinalis, flagellé facilement identifiable a partir du contenu caecal,
par observation directe au microscope. Malgré leur isolement fréquent chez les
lapins présentant des diarrhées, ces parasites ne semblent pas suffire pour
provoquer une entérite mais cela n'empéche pas de les éliminer pour permettre

une reconstitution favorable de la microfaune intestinale [2].

1.2-3 Pathologies digestives d'origine virale

Plusieurs recherches ont pu mettre en évidence la présence d'un ou plusieurs
agents viraux dans 37.3% des matieres fécales des lapins morts de pathologies
digestives. Le plus souvent il s'agit des rotavirus (41.9%), les Coronavirus
(25.6%), les Parvovirus (21.1%) et les Enterovirus (10.3%) [19].
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Les rotavirus sont considérés comme agents ayant une intervention directe dans
I'étiologie des pathologies digestives chez les lapins jeunes (1 a 2mois d'age).
Ceux-ci sont présent de maniere endémique dans les clapiers et ne provoquent,
sauf complications bactérienne secondaires; que des troubles digestifs mineurs et
temporaires en perturbant la dégradation des disaccharides et créant ainsi une

diarrhée osmotique [19 ; 2].

1.2-4 Pathologies digestives d'origine inconnue

1.2-4-1 Enthéropathie épizootique du lapin (EEL):

Il s'agit d'un nouveau syndrome entérique grave, apparu en fin 1996, produisant
une mortalité souvent supérieure a 30%. En France 90% des élevages rationnels
ont été touchés.

En regle générale, cette pathologie atteint les animaux en engraissement entre

l'age de 6 et 14 semaines mais des cas sporadiques peuvent également étre
observés chez des animaux plus agés. Le tableau clinique caractérisant EEL est
l'apparition brutale de diarrhées aqueuses de tres faible intensité, des
ballonnements abdominaux considérables avec présence d'un contenu intestinal
tres liquide et parfois gazeux sans évidence de lésions d'entérite aigue ou
chronique, ni d'hémorragies intestinales. A ce jour; le ou les agents responsables

de I'EEL n'ont pas encore été clairement identifiés [42 ; 43].

1.2-4-2 Entéropathie mucoide (EM):

Depuis 1943 les études font apparaitre de hombreuses similitudes entre cette
pathologie et I'EEL. Elle n'avait été signalée qu'en Grande-Bretagne et aux Etats-
Unis. Cela n'’empéche pas d'établir des difféerences majeures:

- L'aspect macroscopique dans I'EM se caractérise par une forte dilatation de
I'estomac et de l'intestin gréle sans lésions apparentes épidémique de I'EEL qui
s'est étendue a travers I'Europe, alors que I'EM se présentait plutdt de maniéere

sporadique dans les élevages.
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- Les aspects lésionnels sont également tres différents : stase caecale et
production de mucus dans I'EEL. Comme pour I'EEL, I'étiologie de I'EM n'est pas

connue avec précision [42 ; 2].

Nous pouvons conclure que ; notre petit animal est une proie des maladies
digestives. La colibacillose en tant que pathologie dominante chez le lapin en
croissance, a attiré lintention de multiples recherches. A notre niveau, nous
envisageons de I'etudier dans le second chapitre en commencant par I'exploration

de I'agent en cause.
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CHAPITRE 2

LES ESCHERICHIA COLI ENTEROPATHOGENES ET LA COLIBACILLOSE DU
LAPIN

Les colibacilloses en élevage cunicole sont essentiellement dues aux Escherichia
coli appartenant a la catégorie des EPEC dont certains pathovars sont
responsables de pertes importantes apres le sevrage mais parfois aussi avant le
sevrage.Notre approche consiste tout d’abord de situer le groupe EPEC par
rapport aux autres classes d’E.coli puis rappeler les avancées obtenues sur les
connaissances des mécanismes de pathogénicité et les facteurs de virulences mis

en jeu lors de cette maladie.

2.1 Les différentes classes d’' E. coli entéropathogenes :

Escherichia coli est un héte normal du tractus intestinal. C'est un bacille gram
négatif mobile ou immobile, aéro-anaérobie facultatif appartenant a la famille des

entérobactéries. Sa structure est détaillée sur la figure 2.1.
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Figure 2.1: structure et principales caractéristiques d'E.coli [40]
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Toutefois, les E. coli qui hébergent des génes de virulence codant des facteurs de
colonisation ou des toxines deviennent pathogénes et peuvent notamment - selon
I'n6te - provoquer de la diarrhée, une septicémie [44], des infections urinaires ou

une insuffisance rénale [45].

Cette partie nous permet de faire le point sur les connaissances actuelles des
Escherihia coli responsables de diarrhée et leurs facteurs de virulence.

2.1-1 Sérotypage et biotypage :

En 1885, Théodore Escherich isole un micro-organisme, Bacterium coli
commune, aujourd’hui connu sous le nom d’Escherichia coli.
Ce bacille Gram négatif aéro-anaérobie facultatif, mobile ou non, appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae est reconnu comme pouvant engendrer de sérieux

troubles intestinaux tant chez 'homme que chez les animaux.

Le sérotypage, selon le schéma de Kaufman (1947), est défini par la
combinaison de certains antigénes de surface que I'on peut mettre en évidence et

se décline comme suit :

AgO ou somatiques : (de I'Allemand "Ohne Kapsel ")
Il s’agit d’'un lipopolysaccharide (LPS) localisé dans la paroi; des réactions
croisées entre E. coli et salmonelles ont été décrites [47].

Ag K ou capsulaires : (ou antigéne de Kaufman)
De nature polysaccharidique citons par exemple, K88 (F4) du porc ou K99 (F5)
du veau.

La majorité des souches colibacillaires en sont dépourvues [47].

Ag H ou flagellaires : (de I'Allemand "Hauch ")

De nature protéique et présents uniquement chez les bactéries mobiles.
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Le biotypage, examinant les propriétés de fermentation des sucres ou
d’autres substrats. Le biotypage est un complément intéressant pour différencier
les souches colibacillaires [48 ; 49 ; 47]. Une corrélation positive est notée entre

biotype et pathogénicité.

Tous les sérogroupes et biovars ont été réunis par NETER (1955) cité par Levine
M.M., 1987 [50] sous le terme général d' E. coli entéropathogenes.

Toutefois le pouvoir pathogene n'est ni nécessairement ni directement lié a la
possession de ces antigénes. Certaines souches expriment leur virulence en

produisant des exotoxines ou en possédant d'autres facteurs de virulence.

L'exploration et la découverte de ces facteurs marquent une étape essentielle en
proposant un schéma de classification des colibacilles plus cohérent basé sur leur
mécanisme d'action (pathogénicité), c’est -dire sur la notion de pathovars (variété
pathogéne d’ E. coli) [51].

Ce schéma, tout d'abord appliqué aux souches colibacillaires humaines, fut

adapté aux souches animales en raison de leurs nombreuses similitudes.

Cing groupes (pathovars) sont aujourd'hui reconnus chez les E. coli responsables
de diarrhées [50]: les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli entéroinvasifs
(EIEC), les E. coli entérohémorragiques (EHEC), les E. coli entéoraggrégatifs
(EAgQQEC) et les E. coli entéropathogenes (EPEC).

2.1-2 ETEC ou E. coli entérotoxinogenes:

La clarification du matériel entérotoxique d'Escherichia coli a résulté au début
des années 70 avec |'établissement au moins de deux types d'entérotoxines, l'une
thermolabile (LT) et I'autre thermostable (ST) distinguée en STa et STb [52].

Ces entérotoxines spécifiques sont a l'origine des troubles hydro-électrolytiques
responsables de la diarrhée.
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Ces souches sont freqguemment identifiées lors de diarrhées infantiles dans les
pays en voie de développement et également dans les pays industrialisés ou elles
touchent principalement l'adulte sous la célébre "diarrhée du voyageur" ou
"Tourista" [52].

En médecine vétérinaire, les especes bovines [53] et porcines semblent
majoritairement touchées mais leur implication a également été mise en évidence
dans les diarrhées du chien [54].

Le diagnostic différentiel de ces souches au sein de la flore intestinale est
relativement délicat et repose sur la mise en évidence de deux facteurs de
virulence définis par Smith et Halls, 1967, a savoir :

- la possession de l'antigene représentant les adhésines fimbriaires (ex : K99
/veau, agneau, K88 / porc)

- la capacité de synthese d'entérotoxines (ST et LT).

Au cours d'une infection aux ETEC, il n'existe pas de Iésion anatomopathologique
évidente de la muqueuse intestinale. Les structures responsables de cette
propriété ont fait I'objet de nombreuses études chez les animaux. Citons pour
référence les facteurs K88 (F4) des souches porcines [55], K99 (F5) des souches
bovines [56 ; 57]. Ces principaux antigénes correspondent a des structures

fimbriaires codées par des opérons plasmidiques.

Les souches humaines expriment également des facteurs d'adhésion appelés
CFA (Colonization Factors Antigen), distingués en CFA/I et CFA/II [58].

Une autre toxine,"LT-like" a été identifiée a partir d'une souche d'ETEC de buffle

et retrouvée aussi au sein des isolats humains [58].

Des recherches vaccinales ont été entreprises avec notamment des essais de
vaccination sur les meres par des souches courantes pour prévenir la colonisation
du tube digestif par des souches sauvages virulentes [50] et ainsi prévenir les

entérites néonatales via 'immunité colostrale.
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2.1-3 EIEC ou Escherichia coli entéroinvasifs:

En 1971, Du Pont et al. cité par Levine [50] décrivent chez ’lhomme des souches
colibacillaires responsables d’'un syndrome dysentérigue accompagné ou non
d’émission de sang et de mucus. Ces souches partagent de nombreux points
communs avec les souches Shigella dysenteriae [50 ; 59] mais ne produisent ni
ST ni LT [60]. Sur le plan biochimiques, il n‘existe pas de grandes différences
entre les deux souches mais les génes de virulence sont déterminés Des

réactions croisées existent entre ces deux bactéries [40].

Ces bactéries qui colonisent la surface des muqueuses ne peuvent traverser la
couche de I'épithélium grace a l'existence de jonctions serrées entre les cellules
épithéliales. Cependant les EIEC, comme les shigelles, ont développé un
mécanisme propre a eux. Ces souches pénetrent via les cellules M des plaques
de Payer suivie de pénétration dans les entérocytes par la base et extension

collatérale.

Apres le franchissement des muqueuses, les bactéries vont tenter de se multiplier
dans le sang et se propager dans lI'ensemble des organes internes. Elles doivent
surmonter diverses défenses internes constitutives (séquestration du fer, la
phagocytose et l'activité bactéricide du complément) et des défenses acquises
(réponses du systéme immunitaire) tout en mettant en jeu des récepteurs, des

genes chromosomiques et plasmidiques.

Ces EIEC n’ont été isolés que chez ’lhomme et certains singes [59].

2.1-4 EHEC ou E. coli entérohémorragigues:

En 1982, des foyers de colite hémorragique intéressérent des chercheurs. Ces
derniers réussissent d’isoler un nouvel agent pathogene appartenant au sérovars

0157 : H7; qui sera par la suite rendu responsable de Syndromes Hémolytiques et
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Urémiques (SHU), en Amérique du Nord [61]au Canada et au Japon [44] et en
Australie [62].

Cependant un sérogroupe classique d'EPEC tel 026 : H11, déja étudié par
@rskov en 1951, fit 'objet de nouvelles études pour étre considéré comme EHEC
confirmant ainsi son implication étiologique dans les diarrhées infantiles [50 ; 63 ;].
En effet EHEC, comme les EPEC, sont capables d'induire les lésions de type

effacement/attachement [40].

L'animal en général et le bovin en particulier est considéré comme le réservoir
majeur des EHEC; en raison de la similitude entre les souches humaines et
animales, impliqguant notamment les infections associées a la consommation des

denrées d'origine animale (bovin surtout) dans la transmission a I'homme [64 ; 44].

Ces souches EHEC produisent un autre type de toxine a des taux élevés il s'agit
de cytotoxines (productions bactériennes qui induisent une modification sur les
cellules eucaryotes) actives sur les cellules Vero et les cellules HeLa d'ou leur
nom de verotoxines (VT) et les EHEC sont ainsi appelées VTEC .Les verotoxines
sont distinguées en VT1 et VT2, immunologiquement parlant elles sont proches de
la toxine " Shiga", produite par Shigella dysenteriae de type | [50]on parle alors de
Shiga-like Toxin (SLT). Ludwig avec son équipe de recherche ont étudié chez le
lapin la possibilité d'une immunité croisée entre VTl et VT2; des résultats
encourageant d'étudier le développement de stratégies de vaccination visant a

prévenir chez ’lhomme les maladies causées par les VT [65].

Les VTEC et les EPEC ont une propriété partagée qui réside dans leur capacité

d' induire des lésions d'attachement/effacement associées a la destruction de
I'épithélium de surface c'est la "cytotoxicité" codée par le géne eae .Les VTEC
évoquent par la suite un r6le de destruction du réseau capillaire intestinal qui

rendrait compte du syndrome colique ischémique et hémorragique [44].
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2.1-5 EAQQEC ou E. coli entéroaggréqatifs:

Un quatriéeme pathotype semble se dégager sur la base d'‘études
épidémiologiques et moléculaires [50] et qui se caractérise par un pouvoir
adhérent agrégatif aux cellules de type Hep-2 ou HelLa sans exprimer les autres
facteurs de virulence décrit jusqu’a présent (toxines ou facteur d’adhésion).

Ces souches ont été isolées lors de diarrhées infantiles aigués et persistantes

dans les pays en voie de développement.

2.1-6 EPEC ou E. coli entéropathogenes:

La définition stricte de ce dernier groupe s’est affinée grace a la détermination de
ses facteurs de virulence principaux responsables de la formation de lésions

d’attachement/effacement [66; 67].

Ce pathotype jadis responsable d'épidémies dévastatrices de gastroentérites
infantiles particulierement dans le milieu hospitalier et dans les creches a

virtuellement disparu des pays industrialisés [68; 66; 69].

Ces souches ont été définies a l'origine par la caractérisation de leur antigene
somatique (Ag O) et flagellaire (Ag H) et I'absence d’antigenes capsulaires (Ag K-
[46; 70].

Leurs propriétés biochimiques, notamment la capacité de fermentation ou non de
certains substrats, définissent un biovars, élément souvent fortement corrélé a la

pathogénicité des souches [47].

En médecine vétérinaire, ces souches sont impliguées dans les phénoménes
diarrhéiques de nombreuses especes (bovine, porcine, canine, féline) [71 ;72 ; 73
; B1]; et représentent chez le lapin la seule classe colibacillaire pathogéne

d'importance puisqu’elles sont responsables de 25 a 40% des pertes
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économiqgues en élevage en comparaison avec les autres pathologies digestives

(coccidiose, maladie de Tyzzer, rotavirose) rencontrées [21; 14].

Ces souches se singularisent par une non production de toxine (ST, LT) et une

non invasivité.

Chez le lapin, les souches d'E. coli reconnues pathogénes se rapprochent toutes
du pathovar EPEC de I'homme. Elles se différencient par la premiére étape
d'adhésion lache aux anthérocytes, et sont donc classées dans le groupe des
EPEC-like. Cette particularité leur vaut parfois le nhom de AEEC (Attaching —
Effacing E. coli) [74; 68; 75; 50; 73; 60; 76].

La pathogénie fait intervenir trois étapes d'interaction avec la cellule cible a savoir
[68; 76; 77]:

1/ Un attachement lache par différentes adhésines bactériennes (fimbriae AF/R1
ou AF/R2 identifiées chez le lapin). Celles-ci reconnaissent la fraction glucidique
des glycolipides et glycoprotéines présents a la surface des cellules eucaryotes.
Cette étape est réversible. Lorsqu'elle est étudiée in vitro, cette adhésion aux
cellules épithéliales est généralement diffuse avec les souches du lapin [69]. En
revanche, la plupart des souches humaines provoquent une adhésion localisée,
phénotype lié a une fimbriae appelée "bundle forming pili" [78].

Certaines souches n’appartenant pas aux sérovars classiques d’ EPEC ont

également présenté des adhésions de type localisé [35].

2/ Un contact plus étroit exige I'expression de protéines d'origine bactérienne
(I'intimine et son récepteur Tir). Tir (Translocated Intimin Receptor) est transloqué
dans la cellule hote, via un systéme sécrétoire de type Ill, nécessitant plusieurs
effecteurs différents. L'intimine, une adhésine de la membrane externe de la
bactérie, se fixe alors sur la protéine Tir insérée dans la membrane de la cellule
épithéliale de I'hdte [79].

Trois autres séquences génétiques apparaissent primordiales dans la genéese
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de ces lésions A/E ; il s'agit des genes codant EspA ,EspB et EspD pour EPEC
Secreted Proteins (Esp ABD). Esp ABD et Tir sont sécrétées par un systéeme de

type Il codé par des génes appelés esc/sep [80].

Toutes ces protéines sont codées par des genes regroupés au sein d'un "llot de
virulence" PAIl (Pathogenicity Island) appelée: Locus d'Effacement des
Entérocytes (LEE) [80; 81].

3/ Cette interaction aboutit a wune Iésion microscopique appelée
"attachement/effacement” des microvillosités de la cellule hote, Iésion commune
aux E. coli des pathovars EPEC et EHEC (Figure 2.2). Le cytosquelette de la
cellule héte est réorganisé, conduisant a une structure en forme de piédestal
constitué d’actine ou les bactéries sont fortement imbriquées et permettent un
diagnostic par le test FAS (Fluorescent Actin Staining Test) [82]. Leur diagnostic
se base sur cette particularité observée in vitro sur les cellules HeLa ou Hep-2
[83].

En médecine vétérinaire, les souches 0103 et 015 isolées de lapins
respectivement en France et en Belgique sont représentatives de la classe EPEC.

Zone de condensation
d'actine

Etape I: Etape II:
adhésion "attachement-effacement"
a l'entérocyte des microvillosités

Figure 2 .2 : Représentation de I'adhésion des EPEC aux villosités intestinales [13]
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2.2 Colibacillose du lapin :

Deux types de souches incriminées dans les diarrhées du lapin sont considérées
comme induisant un syndrome naturel a EPEC like et représentent un excellent
modele expérimental d’études des EPEC humaines [68]; ce sont la souche
RDEC-1 (015 :H-) et la souche 0103 :H2.

2.2-1 Souche RDEC-1 : 1ére mise en évidence d'une étiologie EPEC:

Le premier isolement d'une souche colibacillaire chez les lapins atteints de
diarrhée a eu lieu en 1977 par les deux chercheurs, Cantey et Blake.
Il s'agissait d'une souche O15 : H- qu’ils appellent RDEC-1 (Rabbit Diarrhoea E.
coli). De plus, ils réussissent a reproduire la diarrhée avec un faible inoculum de
cette souche. Le rble pathogéne d’ E.coli dans le développement des diarrhées et
sa forte virulence; s'est avéré par la suite qu'il est lié a l'induction des Iésions
d’attachement/effacement en colonisant l'iléon, le caecum et le cblon .Cette

souche n’est ni invasive ni entérotoxinogene [84].

La pathogénicité de cette souche est garantie par la présence d'adhésine
fimbriaire plasmidique dite AF-R1 (Adhesive Factor/ Rabbit 1) responsable des
lésions A/E [84; 81].

La séquence d’évenements conduisant a ces lésions d’attachement/effacement a

été propose par Cantey et al. [85] comme suit:

1) Forte colonisation de la lumiere iléale, caecale et du colon.
2) Attachement aux plaques de Peyer et a la bordure microvillositaire intacte par
des pili et/ou les Ag capsulaires par interaction avec le glycocalyx des micro-

villosités.

3) Attachement de la bactérie (ou des Ag capsulaires) par l'intermédiaire d’un
piédestal sur les entérocytes avec perte partielle ou compléte de la bordure en
brosse.

4) Diarrhée (malabsorption).
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Des études récentes plus poussées sur le caractere génétique de cette virulence
ont révélé la présence du locus chromosomique eae incriminé dans ces lésions de
type A/E [80] et méme de la totalité de I'llot de virulence prénommé "LEE" identifié

sur les souches humaines.
Toutefois, si en Belgique et en Hollande, les souches 015 :H- sont

prédominantes, elles ne sont que trés rarement représentées en France, ou I'on

retrouve majoritairement le groupe des E. coli 0103 [47].

2.2-2 E. coli 0103 :H2 :K- : Confirmation et virulence d’'une EPEC chez le lapin:

2.2-2 -1 Confirmation de la pathogénicité :

Dans le cas d'entérites observées dans les élevages, Renault et al. [86] ont
isolé de lapins diarrhéiques, des colibacilles qui se sont révélés entéropathogénes
lors de I'épreuve sur anse intestinale de lapin. Cependant, I'administration de ces
souches a des lapins sains par voie orale, méme a forte dose, n'a entrainé aucun
trouble. L'obtention d'une multiplication colibacillaire dans le tube digestif n'a eu
lieu que par la suite, il était nécessaire de recourir a des artifices tells que le

bicarbonate de soude [74].

En 1982, Licois et al. ont induit expérimentalement une diarrhée sévere, de
mortalité variable pouvant atteindre 100%, en administrant per 0os une souche
colibacillaire 0103 & la dose de 10* par animal et sans artifice supplémentaire sur
des lapereaux agés de 6 semaines et indemnes de coccidiose [87].

Par la suite plusieurs équipes de recherche ont reproduit également un syndrome
diarrhéique, & partir de la méme souche administrée a forte dose (10’ & 10%) avec
une mortalité variant de 22 a 70% [88; 4; 89]

De plus aucun signe de maladie n’est obtenu lorsque I'on administre par les
mémes voies et aux mémes concentrations une souche colibacillaire saprophyte
du lapin [88] ainsi que d'autre travaux ont pu reproduire la pathologie avec d'autre
sérogroupes tel que 0-20, O-109 et O-132 [5].
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2.2-2-2 Incidence en élevage:

La réalisation d’enquétes épidémiologiques en France et en Espagne a révélé
la nette prédominance du sérovars colibacillaire 0103 : H2 : K- isolé sur 30 a 50%
de lapins diarrhéiques [49; 47; 38].

D’autres sérogroupes de pathogénicité moins prononcée sont parfois isolés, tels
que les sérogroupes 02, 0128, 0132, 085. Rappelons encore que le groupe 015
est épidémiologiquement négligeable en France.

Ces différents sérogroupes, affectant tous les lapins sevrés, ont des préférences
marquées pour certaines catégories d'animaux (allaités vs. sevrés) [5]. Ainsi, les
lapins agés de 4 a 5 semaines seraient les plus sensibles a une infection par les
E. coli du sérogroupe 0103 [60].

Toutes les classes d'age peuvent cependant étre touchées, et la transmission se

fait par l'intermédiaire d'un animal porteur ou de I'environnement.

Les sérogroupes 0128 et 0132 peuvent étre isolés sur des lapereaux a
l'allaitement [48]. Toutefois, c’est le sérogroupe 0109 : H2 : K- qui touche
principalement les lapereaux de 2 a 12 jours encore au nid [5].

Cette sensibilité du lapin face a la souche 0103 a été étudiée par Licois et al., [90]
en révélant que les animaux peuvent étre atteints quel que soit leur age
(diminution de poids observée) mais la mortalité est accrue sur des animaux plus
jeunes, entre 4 et 5 semaines; alors que chez les lapins de plus de 6 semaines, la
mortalité est rare. Dans tous les cas, I'implantation est précoce, dés le 4 eme jour

post-infection & des taux atteignant 10° 310° / g de féces.

Peeters et al., prouvent lors d'une reproduction expérimentale de la maladie la
différence de tropisme des souches 0103 suivant I'age des lapereaux [49].

Outre le sérogroupe, le biotypage se révéle un critére pertinent pour juger de la
virulence d’'une souche [48].
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Les souches 0103 : H2 : K- hautement pathogenes pour le lapin sevré sont
Rhamnose négative (Camguilhem et Milon, 1989) ; en revanche, les souches
appartenant au sérogroupe 0103 mais non pathogénes fermentent le rhamnose
ce qui souligne la forte corrélation entre le biovars et la pathogénicité de la souche

0103.Toutes les souches 0103 isolées en France sont mobiles [49].

2.2-2-3 Tableau clinique et Iésionnel :

Les animaux amaigris présentent une diarrhée souillant l'arriere -train aqueuse
et souvent hémorragique accompagnée d’une mortalité significative (20 a 30%).
Les lésions sont caractérisées par une typhlite sévere ainsi qu’'une congestion de
la partie terminale de lintestin gréle et du colon. La paroi du csecum est
oedématiée et la séreuse présente des piquetés hémorragiques.
Le contenu caecal est trés liquide, parfois hémorragique [88; 4; 89; 47].

Les figures 2-3 et 2-4 présentent les organes affectés lors d'une colibacillose.

Ce tableau lésionnel s’accompagne d’'une multiplication excessive de la flore
colibacillaire et d’une alcalinisation du contenu ceecal (pH > 6,5) parallelement a
une diminution des AGV (réduits de 50%) [88 89]. L'effet inhibiteur de ces AGV

face a la flore colibacillaire est alors altéré et n'entrave plus leur prolifération.

Figure 2-3: Lésions de colibacillose Figure 2- 4: Lésions de colibacillose avec
avec typhlite hémorragique [19] foyers nécrotiques hépatiques [19]



41

L’histologie révele un grand nombre de bactéries adhérant a I'apex des villosités

au niveau de I'léum et des foyers de destruction des cellules épithéliales.

Les replis muqueux révelent de nombreux amas bactériens, témoins de la forte
multiplication in situ. Les destructions épithéliales sont associées a des foyers
hémorragiques et nécrotiques [89]. L'auteur souligne la corrélation positive entre
la population d’ E. coli in situ et la gravité des lésions.

Ces souches considérées comme non invasives (selon le Sereny Test), non
productrices d’entérotoxines et adhérant aux entérocytes s’apparentent donc,

comme la souche RDEC -1, aux EPEC en formant des Iésions A/E [90].

2.2-2-4  Prophylaxie et application a la vaccination :

Les colibacilloses représentent un probléme majeur en élevage cunicole, d'une
part par les pertes économiques engendrées (pertes d'animaux, non-valeurs
économiques, codt des traitements), et d'autre part par I'émergence de souches
antibiorésistantes malgré que les particularités digestives et de la flore intestinale
du lapin suggérent une extréme vigilance dans le choix et l'usage des

antibiotiques.

En effet, si certaines molécules (colistine, néomycine, fluméquine, enrofloxacine)
permettent une relative mais temporaire maitrise de la maladie, les traitements se
révelent le plus souvent longs et peu probants face aux souches tres pathogenes.
De plus, les nouvelles normes européennes imposent des réductions importantes

de I'utilisation des antibiotiques dans les élevages cunicoles.

Les tentatives de prévention en agissant sur I'alimentation (acidification de I'eau
de boisson, augmentation du taux cellulosique) n'ont eu aucun succes [89].
Reynaud et al. ont tenté, sans succes, d’utiliser un bactériophage lytigue de 0103
comme thérapie et prévention [91].
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Ces considérations alliées aux connaissances géenétiques actuelles ont conduit les

scientifiques a considérer la vaccination comme unique mesure prophylactique

envisageable.

Outre des cures médicamenteuses préventives et des mesures de prophylaxie
sanitaire (procédés de désinfection, suppression des reproducteurs contaminés,
stabilité de cheptel...), la vaccination est une piste intéressante. En effet, Deux
équipes notamment, francaise et belge, travaillent a I'élaboration de vaccins

respectivement contre les sérogroupes 0103 [92; 93] et O15 [94; 95].

Plusieurs essais ont tenté la production d'un vaccin a partir de la souche
0103:K-:H2 mais ils finissent a l'abondoner. Le vaccin soit, il n'induit pas une
protection [89] ou son protocole est lourd [47] soit il présente une pathogénicité
résiduelle [92].

Des essais de protection croisée ont également été réalisés avec différentes
souches E.coli non pathogenes. Les résultats obtenus ont permis de conclure que
les bactéries induisaient une réponse immunitaire protectrice et que la mise au
point d'un vaccin efficace était possible [92].

Par la suite, un résultat encourageant et des avancées techniques se poursuivent

dans le sens d'élaborer un vaccin vivant atténué applicable sur le terrain. [14].

La colibacillose 0103 repose sur un schéma de contamination a partir d'animaux
porteurs sains qui doivent étre dépistés et éliminés (Figure 2-5)

L'excrétion fécale parfois massive de colibacilles souligne le réle important d'un
respect strict des mesures d'hygiéne [69] ; qui grace a leur complémentarité sur le

terrain que l'assainissement des élevages pourra étre amorcé [14].

En conclusion pour ce présent chapitre, les EPEC induisant sur le plan
macroscopique des diarrhées et sur le plan microscopiqgue des Iésions
caractéristiques d’A/E en mettant en jeu des facteurs de virulences complexes

nécessitant des méthodes d’isolement et d’identification multiples qui permettent
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de préciser le pathovar en cause ; pour cela un chapitre ultérieur est consacré

pour le diagnostic de laboratoire.

Figure 2-5: Hypotheses de diffusion des souches d’E. coli 0103 dans les



44

CHAPITRE 3

METHODES D'ISOLEMENT ET D'IDENTIFICATION DES ESCHERICHIA COLI
ENTEROPATHOGENES

3.1 Echantillonnage et sujets cibles :

L'échantillonnage concerne généralement les lapins sevrés (4 a 10 semaines
d'age) qui constituent la cible de la pathologie, néanmoins la section du pré
sevrage (3éme et 4éme semaine d'age) peut étre visée [20]. Les lapins au nid
(premiere semaine d'age) ont été une cible d'étude de Peeters et ses
collaborateurs dont le but d'étudier la pathogénicité des souches isolées et leur
capacité d'induire des lésions d'A/E en les comparant avec celle des souches
isolées de lapins sevrés [37]. Okerman et Devriese ont ciblé plusieurs tranches
d'age y compris les nouveaux nés (inférieur a 2 semaines d'age) [48].

L'isolement et l'identification des souches Escherichia coli sont issus en générale
de lapins atteints de diarrhées [89; 96; 97]; mais les sujets sains peuvent étre
étudiés. BLANCO et al. se sont basés pour leur étude sur 191 lapins diarrhéiques
et 71 lapins sains [38].Il est de méme pour PEETERS et al.,un total de 568
souches inclues pour leur recherche dont l'origine est variée ; des sujets sevrés

sains et d'autre malades qui font partie aux différentes sections d'élevage [37].

Remarque: Le sevrage peut étre effectué entre 30 et 35éme jours d'age.

3.2 Prélévement:

D'autant que la colibacillose est une maladie touchant le systeme digestif, les

prélevements sont alors issus de ce systéme:
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3.2-1 Prélévement d'organe:

Plusieurs organes peuvent étre prélevés: le ceacum [5; 21 ; 38 ; 96], le foie
[96], la partie jujeno-iléale de l'intestin gréle [98; 96] et la contenu gastrique [39].

Le moment du prélévement doit étre le plus tdt possible apres la mort de I'animal
pour éviter des faux résultats suite a une prolifération bactérienne sous l'action
des inflammations du tractus digestif (les intestins); le sacrifice des sujets reste le
préléevement de choix [67; 39].

3.2-2 Préléevement fécal:

Les matiéres fécales sont un prélevement de base dans le cas d'une
colibacillose chez plusieurs especes animales tel que; les bovins [57; 53; 44; 99],
le porc [64; 45] et le poulet [100].

Chez le lapin, les crottes dures prélevées en vue d'étre examiner doivent étre
fraiches (<24h), stockées dans des boites ou sacs stériles et transportées

directement vers le laboratoire [38; 70; 100].

L'étude de la colibacillose du lapin (ou méme d'autre espéce) est basée sur la
réalisation de prélevements sur les mémes individus et plusieurs fois par semaine.
Boulier et al., ont suivis différents groupes de lapins sevrés a 32 jours,chaque
groupe est destiné pour un objectif déterminé mais le prélevement des matieres
fécales concerne touts les groupes et trois fois par semaine pour une période de
28 jours[93]. En ltalie, Skrivanova et al. ont examinés 4 fois par semaine les
véceés des lapins ciblés; a savoir le 2éme, 5éme, 7éme et le 13éme jour apres
I'infection [39].
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3.3 Diagnostic de laboratoire :

3.3-1 Etude histologique:

Elle consiste a examiner des coupes du tractus digestif, la junction juneno-iléale
et le ceacum sont les plus recherchés. L'étude histopathologique se fait par:
= Microscopie optique ou Light microscopy (LM) [79]:

Les observations microscopiques lors d'une infection a E.coli
entéropathogénes montrent un amas de bactéries en contact de la lignée
épithéliale avec un processus de desquamation [90] contrairement a celle
obtenues apres une infection a E.coli entérotoxinogenes ou la membrane de la

bordure en brosse est continue et l'inflammation n'est pas mise en évidence [101].

= Microscopie a fluérescence: Il permet de détecter le type d'adhésion

(localisé, diffus ou mixte) des bactéries adhérentes [102; 79; 70].

= Microscope électronique a transmission ou Transmission electron
microscopy (TEM):

L'histologie révéle une destruction de la bordure en brosse suite a une
adhérence intime aux cellules épithéliales prouvant la présence du AF-R1 et
dommage du cytosquelette traduit par une concentration élevée d'actines
polymérase. Les cellules épithéliales sont allongées avec un noyau sphérique, le
pole apical est gravement altéré. et la membrane cytoplasmique présente des
invaginations. On note aussi un processus inflammatoire prononcé, oedeme
intense et la lamina propria est infiltrée par des leucocytes polymorphonucléaires.
[80; 90 ; 102; 79].

= Microscope a balayage ou Scanning electron microscopy (SEM):

Les coupes histologiques de l'intestin montrent des muqueuses fortement
altérées et les bactéries se sont agrégées, empilées les unes sur les autres et
couvertes a leurs place par du mucus. La surface de la muqueuse caecale est
colonisée par un nombre élevé de bactéries qui adhérent intimement et s'attachent
a I'épithélium [90].
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3.3 -2 Etude bactériologique:

3.3-2-1 Enumération colibacillaire:

Apres homogénéisation des feces, les dénombrements bactériens sont effectués
par la technique de dilution étalement sur des géloses sélectives aux
entérobactéries incubées a 37°C pendant 24h:

= Sur Drigalski:[14] ;

=  Sur Mac Conkey :[ 102; 103; 93] ;

= Sur Hectoene :[96] ;

= Sur Eosine Bleu de Méthyléne (EMB): [99].

L’énumération colibacillaire peut se faire a partir du sang. Au laboratoire deux
numerations de E.coli sont effectuées, I'une a partir de sang pur et la deuxieme a

partir d'une dilution de sang a 10-2 dans une solution de Ringer [89]

Toute augmentation de la flore colibacillaire au dela de 10* ufc d'E.coli par

gramme du contenu caecale est anormale chez le lapin [2].

3.3-2-2 Méthodes classiques d'identification des Escherichia coli :

Les techniques classiques ou encor traditionnelles de la microbiologie
pasteurienne reposent sur l'isolement, la purification et lI'identification.
= Examen biochimique:

Les colonies suspectes obtenues dans I'étape précédente seront purifier pour

subir ensuite une série de test biochimiques.

Les caractéristiques les plus importantes d'Escherichia coli sont: Lactose+, gaz+,
test ONPG+, indole+, citrate de Simmons -, VP- [104].

D’autres types d'examens biochimiques du contenu caecal peuvent étre étudier
tel que le pH, la concentration des AGV, la concentration de l'azote ammoniacal

et les proportions de butyrate et d'acétate [89; 18].
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= Sérotypage:
Il s'agit de rechercher la présence des antigénes O, K et H selon la méthode de
Guinée et al.1981 avec touts les antisérums O présents (O1 a O171) et H (H1 a
H56) puis antiserum O:K spécifique pour I'antigene K habituellement associé avec

chaque antigene O.

= Biotypage:
Il s'agit de I'étude de la fermentation des carbohydrates sur une gélose au rouge
phénol supplémentée de 1% du sucre approprié. Chague sucre a un score
(chiffre) qu'on lui donne dans le cas d'une réaction positive (on estime un score de
0 pour un test négatif); le biotype d'une souche est un chiffre obtenu par I'addition
des scores correspondants aux sucres étudiés [48].

Parmi les carboridrates étudiés, le L-rhamnose est le plus important. Une souche
qui ne fermente pas ce sucre est dite "Rham -", est considérée comme une

souche hautement pathogéne [48; 47; 60].

Certains biotypes sont spécifiques aux souches isolées de lapins nouveaux nés

malades alors que d'autres biotypes sont propres aux lapins sevrés [47].

= Antibiogramme:
La sensibilité aux différents antibiotiques a été étudiée par diffusion en gélose
Mueller-Hinton, selon la méthode des disques sur des boites de Pétri stériles.
Actuellement normalisée selon les NCCLS (National Commitee for Clinical
Laboratory Standards) [105; 106].

3.3-2-3 Méthodes rapides d'identification des Escherichia coli :

= ELISA: utilisée pour la détection des anticorps spécifiques contre des
souches d'Escherichia coli enteropathogenes (EPEC) [107].

= PCR: hybridation sur colonies ou polymerase chain reaction.

» REP-PCR: Repetitive Extragenic Palindromic-PCR.
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Les surnageants (PCR) ou les fragments d'hybridation (REP-PCR) seront utilisés
pour la recherche, dans chaque souche, des génes de pathogénicité eae [98;
108], lintimine et Tir[79; 108], AF/R1 et AF/R2 [98], I'analyse du locus LEE [81;96]
,des genes de résistance pour les aminosides, pour le triméthoprime et pour les

sulfonamides [80] et I'étude de la similarité des souches [97].

3.3-3 L'infection experimentale:

Il s'agit de linoculation des lapins par une dose suffisante de bactéries
entéropathogénes, généralement entre 10* et 10° UFC par ml, une dose de 0.5ml

a 2ml est alors introduite par voie orale [48; 47].

Un suivi de I'état corporel, taux de morbidité, taux de mortalité et les signes

cliniques doivent étre enregistrés [49].

L'infection doit reproduire: les symptémes typique de la colibacillose a Escherichia

coli entéropathogenes, I'examen histologique ainsi que bactériologique [37; 51].

Nous pouvons conclure que le diagnostic de la colibacillose qui se base
uniguement sur I'examen clinique n’est qu'une approche visuelle. Une
confirmation par un diagnostic de laboratoire mettant en jeu des techniques
d’identification et de précision peut sans doute valoriser les recherches sur le

terrain.
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CONCLUSION DE LA PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Notre synthése bibliographique nous a mené a conclure que seule la pauvreté
de la flore colibacillaire devrait étre retenue comme caractéristique constante
de la flore caecale des lapins: les autres points pouvant varier fortement d'un
animal cliniguement sain a l'autre. Les particularités anatomiques, digestives
et biologiques font du lapin une espéece sensible a toute perturbation qui

pourrait générer des troubles digestifs.

Le dysfonctionnement de la motricité digestive peut étre lié a des causes non
spécifigues (transport, nutritionnelles, zootechniques) ou spécifiques
(antibiotiques, bactériennes, virales, parasitaires (coccidies)) isolées ou

associées, induisant des diarrhées colibacillaires ou autres.

Les affections digestives constituent la cause essentielle de la morbidité et de
la mortalité, chez le lapin de chair en croissance surtout chez les jeunes lapins
apres le sevrage (4 a 10 semaines). Les étiologies de ces affections restent
encore parfois difficiles a établir car les signes cliniques ne sont pas
pathognomoniques. L'un d’entre eux, la diarrhée, est largement dominant qui
revét une importance économique grave. Les agents causals (bactériens,
parasitaires, virales ou d'origine inconnue) se regroupent sous le nommé

« Syndrome Diarrhéique ».

La colibacillose en élevage cunicole, qui se differe de la colibacillose du
sevrage, est essentiellement due aux Escherichia coli appartenant a la
catégorie des EPEC. Elles sont capables de la formation de Iésions
d’attachement/effacement ainsi certaines souches telles que 0103 et O15 sont
extrémement virulentes. L'impact économique induit par cette pathologie a
suscité l'intérét de plusieurs chercheurs qui ont réussi grace aux différentes
méthodes microbiologiques classiques et moléculaires de déterminer les
différents facteurs de virulence de ces souches pathogénes, et de tenter des
protocoles de vaccination cernant ainsi la colibacillose des lapins en

croissance.
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CHAPITRE 4

PARTIE EXPERIMENTALE

4.1 Problématique :

La colibacillose en élevage cunicole est responsable de pertes économiques
importantes rapportées par plusieurs travaux a I'étranger dont plusieurs

sérotypes reconnus pathogénes ont été isolés [4 ; 13; 38 ; 39].

Au Maghreb, la cuniculture est un secteur récent [109 ; 110 ; 111] ; Les
approches menées concernent généralement I'alimentation [112], I'étude des
races [113] et la reproduction [114]; par contre celles des pathologies s’est
limitée a 'EEL au Maroc [115] et la cooccidiose en Algérie [116] mais la
colibacillose n’a jamais fait I'objet d’'une recherche.

L’étude de cette maladie et sa relation avec nos élevages a fait I'objet de ce
travail qui s’est déroulé durant la période allant de février a juillet 2010 au
niveau du laboratoire de microbiologie médicale vétérinaire de l'université Saad

Dahleb, et qui a visé les objectifs suivants :

= Connaitre la place du syndrome diarrhéique dans nos élevages ;

= Connaitre le taux des diarrhées et de mortalité en post sevrage ;

= Isoler et identifier les espéces d’Eschérichia coli a partir des élevages de
lapins en post sevrage dans le but de déterminer leur réle dans le
syndrome diarrhéique et de tester leurs sensibilités aux antibiotiques
choisis.
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4.2 Matériel et méthodes :

Notre travail expérimental s’articule autour de trois parties:
1. Enquéte par questionnaire.
2. Suivi sanitaire.
3. Analyses bactériologiques: Dénombrement de la flore colibacillaire,
identification de I'espéce Escherichia coli et I'étude de la sensibilité des

souches isolées aux antibiotiques.

4.2-1 Enquéte par questionnaire

Selon les informations recueillies auprés des subdivisionnaires ; il n'y a qu'un
seul élevage déclaré au niveau de la wilaya de Blida et qui dépend de la
subdivision de Boufarik. De plus, selon leurs informations, il ne s'agit que
d'élevages de type familial. Ce n'est qu'a partir de ces informations que nous
avons envisagé une enquéte sur le terrain par questionnaire destiné aux
vétérinaires praticiens privés visant I'objectif suivant :

Est-ce que les affections a Escherichia coli sont suspectées dans le

diagnostic du syndrome diarrhéique ?

Matériel :

Apres avoir présenté notre propos, notre questionnaire a porté sur six questions
dont trois mixtes, deux fermées et une ouverte. Le vétérinaire doit cocher la

case de son choix.

Le questionnaire est destiné aux vétérinaires praticiens privés de la wilaya de
Blida.
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Méthodes:

Nous avons favorisé la méthode "face a face" pour la réalisation de notre
questionnaire en ciblant les cabinets vétérinaires des différentes régions de la

wilaya de Blida.

Le but a un double volet; d'une part pour mieux expliquer notre objectif tout en
évitant des confusions de compréhension. D'autre part, le face a face nous a
permis d'éclaircir nos idées sur le travail du praticien dans ce type d'élevage et
ainsi, d’obtenir les coordonnées des éleveurs cunicoles puisqu'il n'est pas

possible de I'avoir d'une facon officielle.

Le téléphone était le deuxieme moyen pour la réalisation du questionnaire pour
certains vétérinaires en raison de leurs déplacements courants. Il est important
de s'assurer que le questionné est libre pour un moment suffisant pour

présenter notre questionnaire.

Le nombre de vétérinaires questionnés: D'apres la direction des services
vétérinaires (DSV), le nombre de vétérinaires exercant est de 60 sur 102
enregistrés. Le nombre de vétérinaires qui ont participé avec nous pour la

réalisation de notre travail est de 30.

4.2-2 Suivi sanitaire :

Notre objectif est de recouper les observations du terrain (symptémes

diarrhéiques et mortalité en élevage étudié).
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4.2-2-1 Elevages et animaux:

Trois élevages ont été ciblés pour la réalisation des prélévements fécaux. Le
premier élevage situé a Boufarik, le deuxieme a Maramen et le troisieme a El

Affroun (Figure 4.1).

Attatha Messassha Ch
Boutarik
Zaouia Clos Bakir Ben Salah . Haouch|
Serombak N4 Massoumn
El Boulaida (N1 | Graba

Mekhdoufa Beni Kina Bouinan. yzof

Douar Bou Gugrmouaou < Souma
Ziyana
N4 Qulad.¥aich Feroukha
rel ‘Ain . Dalmatie
! Blida
| El .Ul-!f‘r Mauzaia Chiffa JoinuHIe. Oulad Soltane
a
3 El Hamdania sidi Kehir
uar a)/Ma‘aief
Qlled Alda Mtaa el Habous Tafra'olt Bel Kreait Ima Hlima
Qulad "Ayyach Chrea Tirhilt Douar O
Quadrar
Talacuch Guergotir EIH

Figure 4.1 : Carte géographique représentant les lieux des élevages étudiés

Les animaux utilisés au cours de notre expérimentation (males et femelles)
sont tous issus de races importées croisées (Californienne ou Néo-Zélandaise)
(Figure 4.2). Les seuls criteres de choix étaient : un age homogeéne (lapereaux
au sevrage effectué a 32 + 02 jours), un poids en moyenne de 765g *+ 40 et un

bon état sanitaire.



55

Figure 4.2: Lapin néo-Zélandais blanc au sevrage (photo personnelle)

4.2-2-2 Béatiments d’'élevage :

Les trois batiments d’élevage étaient construits en dur et possedent une
charpente de type métallique. L'aération statique est assurée par des fenétres
(type vasistas) placées des deux cotés du batiment. En plus des fenétres, les
clapiers sont éclairés a l'aide des néons. La température et I'hygrométrie,
contrélées quotidiennement respectivement a l'aide d’'un thermométre et d’'un

hygrometre, étaient en moyenne de 19°C et 70%.

Au sevrage, les lapereaux issus de chaque portée (9 + 2 lapereaux) ont été
transférés de la cage de maternité a la cage d’engraissement.

Toutes les cages sont munies de mangeoires individuels, et de tétines
automatiques pour lI'abreuvement. L’échantillonnage au sein de chaque site
d’élevage est de 05 cages prises au hasard. Au total, 97 lapereaux ont été
utilisés (30 a Boufarik, 35 & Maramen et 32 a El-Affroun).
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4.2-2-3 Alimentation et abreuvement :

Durant toute la réalisation de cette expérimentation, les animaux étaient
nourris ad libitum. L’alimentation comprenait un granulé spécial pour lapin
provenant de la méme unité de fabrication de I'aliment de bétail. Il est composé
de mais, de tourteau de soja, de luzerne, de son, de calcaire, de phosphate

bicalcique et de CMV spécial lapin.

Au cours de notre partie expérimentale, nous avons su que les éleveurs
tentent toujours des artifices pour diminuer les taux de diarrhées et les
mortalités. L’abreuvement constitue la différence et la caractéristique pour nos

élevages ; nous avons découvert trois différents cas:

= Elevagel (Boufarik): I'éleveur ajoute quotidiennement une “petite
quantité” d'un désinfectant des locaux dans l'eau de boisson des
lapins.

= Elevage 2 (Maramene): un ajout quotidien du vinaigre dans l'eau de
boisson

= Elevage 3 (El-Affroun):L'usage d'un anti-stress a base d'anti-biotiques
dans I'eau de boisson pendant toute la période du sevrage est une
autre solution appliquée sur le terrain. IL semble que I'éleveur arréte

son utilisation 2 ou 3 jours avant la vente ou l'abattage des lapins.

4.2-2-4  Suivi d’élevage :

Des fiches de suivi ont été établies pour chaque clapier (CIf : appendice B)

et ont concerné les point suivants :

= Le nombre de lapines reproductrices.
= Le nombre total des lapins sevrés par portée.
= Le nombre de lapins sevrés et suivis des le premier jour (j1).

= Le nombre de lapins jusqu’au trentiéme jour de suivi (j30)
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= Mentionner la date exacte de I'absence ou la présence des diarrhées.
» Mentionner la date des cas de mortalité.
= Nombre total des cas diarrhéiques et de mortalité.

4.2-3 Etude bactériologique :

Aprés la réalisation des prélévements, les différentes étapes de I'étude
bactériologique ont été réalisées au niveau du laboratoire de recherche
de microbiologie médicale de la faculté agrovétérinaire de I'Université

Saad-Dahleb de la wilaya de Blida .

Les différentes étapes de I'étude bactériologique ont été regroupées sur la

figure n° 4. 3.
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03 élevages de lapins de race croisée (Californienne ou Néo-
Zélandaise) : Boufarik (n=30); Maramen (n=32) ; Al-Affroun (n=35)

03 préléevements par semaine avec
un jour séparant 02 prélevements
consécutifs pendant 04 semaines

Les prélevements fécaux

1% semaine suivant | | 4éme semaine
le sevrage (32  2jrs) 2€me comaine 3¢me cemaine suivant le sevrage

=jlaj7 suivant le sevrage suivant le sevrage =j22aj30

| =J8ajl4 = j15aj21 |

‘ Etude bactériologique \
Ensemencement des
préléevements sur milieu sélectif

Coloration de Gram

Dénombrement des
colonies E.coli
Purification sur gélose nutritive

¢y
E. coli

Identification biochimique (Api 20E)

Purification souche E. coli

-

-

|4-

Antibiogramme (souche E. coli)

Figure 4.3: Logigramme du processus bactériologique
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4.2-3-1 Prélévements microbiologiqgues:

Les crottins frais (<24 heures) ont été utilisés pour les analyses
bactériologiques. La veille du jour du prélevement, des filets ou des sacs
solides en plastique ont été placés sous les cages afin de collecter les crottins.
Les prélevements ont été réalisés de la méme maniére dés la premiere
semaine suivant le sevrage, trois fois par semaine pendant 04 semaines et

avec un intervalle d’un jour entre deux prélévements successifs.

Tous les prélévements sont acheminés vers le laboratoire dans une glaciére a

4°C pour des analyses microbiologiques ultérieures.

4.2-3-2 Examen bactériologigue :

Pour la réalisation de cet examen, un ensemble de matériel non biologique a

été utilisé (CIf : appendice H).

Un total de 180 prélevements, issu des trois sites, a été analysé et a subi les

étapes suivantes :

= Numération de la flore colibacillaire
Il s'agit d'une énumération sélective selon la méthode des dilutions

étalement en surface selon le protocole décrit par Camguilhem [4].

Pour environ 2 grammes de prélevement (feces ou contenu caecal)
on ajoute 9 fois le poids (volume) en eau physiologique pour obtenir la premiére
dilution au 1/10éme. Nous effectuons par la suite des dilutions successives au
dixieme, jusqu'a 107 en prélevant & chaque fois 1ml et en ajoutant 9ml d'eau

physiologique stérile.

A partir de chaque dilution, 0.1ml de la solution bactérienne est étalée a la

surface du milieu Mac Conckey ou Hectoene (Institut Pasteur,
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Alger,Algérie).L'incubation est de 24 heures a 37°C. Apres incubation nous
entamons le dénombrement en choisissant les boites contenant environ de 30

a300 colonies ( CIf. appendice C).

La morphologie des colonies colibacillaires sur milieu Mac-Conkey est typique:

elles apparaissent rouge intense entourées d’'un halo trouble (figure 4.4). Sur

milieu Hektoene, elles apparaissent jaune saumon (figure 4.5).

Figure 4.4 : Figure 4.5:
Colonie caractéristique de E.Coli sur Colonie caractéristique de E.Coli sur
Mac-Conkey (photo personnelle) Hektoene (photo personnelle)

La flore colibacillaire (n) est éstimée apres comptage direct du nombre de
colonies suspectes et caractéristiques des Escherichia coli sur la boite de Pétri

selon la formule de Fabiani en 1974 [109]:

[ NT+NZHNZ+ )

(1+110+1100+11000+... )

Ou N1, N2, N3, etc. correspondent au total des colonies comptées
respectivement pour les dilutions 1/10,1/100,1/1000, etc.
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» |dentification bactérienne

A partir des boites contenant des colonies caractéristiques de
I'espece Escherichia coli, nous entamons lidentification bactérienne en
prélevant au moins trois colonies identiques qui vont subir apres purification sur

gélose nutritive (GN) les deux étapes suivantes:

» La coloration de Gram (CIf. Appendice D) : le but est de confirmer
la présence de bacilles Gram négatif qui prennent une couleur
rose.

> ldentification biochimique: a partir d'une colonie caractéristique on
procede a l'étude des caractéres biochimiques en utilisant la
galerie Api -20E (BioMérieux, Réf.20 100). L'incubation est de 18
a 24 heures a 37°C.

Pour s’assurer que nous avons ciblé les bonnes colonies, nous avons réalisé
les mémes étapes précédentes pour les colonies douteuses et /ou non

caractéristiques de E.coli.

= Antibiogramme

Aprés une étude des caractéres biochimiques, un antibiogramme est
systématiquement réalisé pour chaque souche Escherichia coli isolée, selon la
technique des disques recommandée par NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) [105; 106] et selon la standardisation de
I'antibiogramme en médecine vétérinaire pour les bactéries non
exigeantes[110]: ensemencement par écouvillonnage sur des boites de Pétri
stériles préalablement coulées au milieu Mueller-Hinton (Institut Pasteur,Alger,
Algérie) a partir d'un inoculum de 0.5 Mc Farland, l'incubation est de 18 a 24
heures & 37°C.

Huit antibiotigues (Oxoid) sont utilisés: ampiciline (AMP: 10ug),
amoxicilline (AM:20 pg), triméthoprime- sulfaméthaxasole (SXT:25ug),
fluméquine (FUM: 30 pg), colistine (CS:10 ug), gentamycine (GEN:10 ug),
streptomycine (STR:10 pg) et tétracycline (TET:30 pg). L'interprétation des

diametres des zones d'inhibition est réalisée selon les recommandations
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déterminées par le guide de la standardisation de [I'antibiogramme en

médecine vétérinaire [110] ainsi présenté dans I'appendice E

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision a
'aide d’'un pied a coulisse métallique, a I'extérieur de la boite fermée. Les
diamétres sont comparés a ceux de la souche de référence ATCC 25922 pour
les mémes antibiotiques (appendice E).

Il est & noter que la réalisation de cette étape a été effectuée au niveau
du laboratoire centrale de I'hopital Nafissa Hammoud d’Alger (Ex Parnet), ainsi
le control de qualité du milieu Mueller-Hinton, les antibiotiques et les réactifs a

été réalisé systématiquement

4.2-4 Etude statistique :

Le traitement statistique des données et les présentations graphiques ont été
réalisés a I'aide de logiciel Microsoft Office Excel 2007. L’analyse statistique
n'a concerné que I'étude bactériologique. Les données ont été comparées au
seuil de 5% par une analyse de la variance et I'application d’un test

paramétrique « test de Student ».

4.3 Résultats :

4.3-1 Etude du guestionnaire :

= Le vétérinaire et la cuniculture :

Nous avons jugé qu'il est important de savoir tout d'abord si la cuniculture fait
partie des filieres animales suivies par le vétérinaire.
Les résultats concernant le suivi des pathologies cunicoles par les vétérinaires

praticiens sont regroupés dans le tableau 4.1 et illustrés dans la figure 4.6.



Tableau 4.1: Estimation du nombre et % des vétérinaires rencontrant ou non des

pathologies en cuniculture

Réponses Oui Non Total
Nombre de vétérinaire 26 04 30
Pourcentage (%) 86,67 13,33 100

W Oui

B Non

Figure 4.6 : représentation des pourcentages des vétérinaires rencontrant ou non des

pathologies d’élevages cunicoles

Le traitement des résultats a permis de savoir que I'élevage cunicole dans notre
région n'est pas marginalisé. En effet, 86,67 % des vétérinaires font face a des
pathologies touchant le lapin contre 13.33% seulement qui ne rencontrent pas
celles-ci. Ces derniers représentent les vétérinaires qui ne s'intéressent pas a

la cuniculture ou ceux qui n'ont pas eu affaire a ce type d'élevage.

De plus, le nombre d'élevages touché par les différentes pathologies varie d'un
praticien a l'autre, selon la région et I'expérience, il se situe entre 2 et 30

clapiers ce qui fait que chaque vétérinaire a consulté au minimum 2 élevages.



» Les pathologies d’élevage :
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Les différentes pathologies rencontrées par les vétérinaires praticiens au

niveau des élevages sont regroupées dans le tableau 4.2 et illustrées dans la

figure 4.7.

Tableau 4.2 : Les pathologies d'élevages selon le témoignage des vétérinaires

Type de pathologie Nombre des vétérinaires Pourcentage (%)
Digestive 06 23,08
Respiratoire 02 7,69
Parasitaire 03 11,54
Digestive + Parasitaire 13 50
Respiratoire + Digestive 02 7,69

Total 26 100

23,08%

7,69 0

7,69%

11,54%

M Digestive
Respiratoire+Digestive
Parasitaire

W Respiratoire

m Digestive+ Parasitaire

Figure 4.7 : Implication des différentes pathologies en cuniculture

L'étude des résultats a permis de distinguer cinq différents groupes de

pathologies et selon leur importance sur le terrain ils se présentent comme suit:

pathologies digestives et parasitaires (50%), uniqguement digestives (23.07%),
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seules les maladies parasitaires (11.53%), respiratoires (7.69%) et finalement

respiratoires et digestives (7.69%).

Il est important de signaler que les pathologies parasitaires rencontrées sont

d'ordre dermatologique (principalement la gale).
A partir de la, les vétérinaires qui ont signalé uniqguement la pathologie

respiratoire ou la pathologie parasitaire ne peuvent plus répondre a la suite de

notre questionnaire.

» Le syndrome diarrhéique et I'élevage de lapin :
Le tableau 4.3 regroupe les réponses des vétérinaires concernant 'absence ou

la présence de syndrome diarrhéique au sein des élevages cunicoles ; puis les

résultats sont illustrés sur la figure 4.8.

Tableau 4.3 : Implication du syndrome diarrhéique selon les vétérinaires (Nbre et %)

Syndrome Diarrhéique Oui Non Total
Nombre de vétérinaire 19 02 21
Pourcentage (%) 90,48 9,52 100

M Oui

W MNon

%

Figure 4.8 : Situation du syndrome diarrhéique en élevages cunicoles
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Les résultats de notre enquéte montrent que, 90.48% des vétérinaires
praticiens rencontrent le syndrome diarrhéique contre 9.52% des vétérinaires,

qui observent des problemes digestifs sans diarrhée.
= Agents causals du syndrome diarrhéique :
Les différents agents causals du syndrome diarrhéique selon les réponses des

vétérinaires sont regroupés dans le tableau 4.4 et illustrés dans la figure 4.9.

Tableau 4.4 : Les différents agents causals du syndrome diarrhéique selon les

réponses des vétérinaires

Agents causals Nombre des vétérinaires Pourcentage (%)
Bactérien 04 21,05
E.coli 01 5,26
Parasitaire 01 5,26
Alimentaire 04 21,05
Bactérien+Alimentaire 01 5,26
Bactérien+ Ecoli 03 17,78
Bactérien +Parasitaire 05 26,31
Total 19 100
5,26% 21,05 %
15,78%
W Bactérien
5,26 %

M Bactérien+Alimentaire

mE.coli

H Alimentaire

5,26 M Bactérien+Parasitaire
0 W Bactérien+ Ecoli
26,310 Parasitaire

21,05%

Figure 4.9 : Implication des différents agents causals dans le syndrome diarrhéique
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Nos résultats révelent des différents groupes: la majorité des vétérinaires
accuse l'agent bactérien et parasitaire (26.31%), alors qu'un pourcentage de
21.05% est obtenu pour deux groupes; ceux qui visent l'agent bactérien et
d'autres pour le facteur alimentaire. Le quatrieme groupe selon ['ordre
d'importance est celui impliquant I'agent bactérien et I'espece Escherichia coli
avec un pourcentage avoisinant les 15.80%. Trois autres groupes offrent le
méme pourcentage (5.26%) pour des différentes suspicions: I'agent parasitaire
seul, I'espece E.coli seule et finalement I'agent bactérien et alimentaire.

» Le diagnostic et la confirmation :

Les différents moyens du diagnostic de syndromes diarrhéique sont regroupés

dans le tableau 4.5 et illustrés dans la figure 4.10.

Tableau 4.5 : Les moyens du diagnostic du syndrome diarrhéique selon les réponses

des vétérinaires

Les moyens de diagnostic Nombre de vétérinaire Pourcentage
Signes cliniques 09 47,37
Autopsie 06 31,51
Laboratoire 00 00
Signes clinique + autopsie 04 21,05
Total 19 100

47,37

% W Signes cliniques
M Autopsie
Laboratoire

W Signes cliniques+Autopsie

31,58

%

Figure 4.10 : Pourcentages des différents moyens de diagnostic du syndrome

diarrhéique
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Les réponses a cette question ont permis le classement des moyens du
diagnostic du syndrome diarrhéique comme suit: plus de 45% des vétérinaires
se basent, lors de leur diagnostic, uniquement sur les signes cliniques alors que
31,57% des praticiens font appelle a l'autopsie. Une étude des symptomes
complétée par une autopsie est une issue pour 21,05% des vétérinaires. En

dernier, le laboratoire n'est jamais un moyen de diagnostic ou de confirmation.

= Le traitement des pathologies:

Les différents types de traitement utilisés par les vétérinaires praticiens sont

regroupés dans le tableau 4.6.

Tableau 4.6 : Les différents traitements utilisés face a des pathologies digestives

Les traitements Nombre de Pourcentage
vétérinaire

Des antibiotiques a prescrire 12 63,16

Des antibiotiques a proscrire 07 36,48

Antiparasitaire (maladies digestive d’origine 00 00

bactérienne)

Antiparasitaire (maladies digestive d'origine 06 32,10

parasitaire)

Antibiotiques + Corrections zootechniques 04 21,05

En filtrant les réponses, les résultats sont les suivants:

Antibiothérapie : est le seul recours lors du syndrome diarrhéique d'origine
bactérien. Nous avons noté une utilisation d’antibiotiques a proscrire (36,48%)
chez le lapin contre 63,15 % utilisant des antibiotiques recommandés chez
cette espéce. Ces antibiotiques peuvent étre accompagnés ou non d'anti-

inflammatoires.



69

Les antiparasitaires tels que Ivermectine ou Al-Bendazol ne sont utilisés que
pour les maladies digestives d'origine parasitaire soit 32,10% alors qu’ils ne
sont jamais utilisés en cas du syndrome diarrhéique d’origine bactérienne (0%).

La correction zootechnique et alimentaire: il n'y a qu'une minorité qui fait appel

a ce moyen de lutte soit 21,05%.

4.3-2 Suivi sanitaire :

Notre étude clinique s'est basée, pour chaque site, sur les cas diarrhéiques et
les mortalités marquées par rapport a I'échantillon et par rapport au total des
lapins sevrés. Le détail est représenté sur la fiche de suivi (CIf : Appendice B).
Les résultats sont regroupés dans le tableau 4.7 suivis par son interprétation.
Tableau 4.7: Résultats cliniques observés en post- sevrage pour les trois sites
(nombre et pourcentage des cas de diarrhée et les mortalités par apport & I'échantillon

étudié et par rapport au nombre total des lapins sevrés)

Sites Total des Echantillon Cas de Mortalité / Mortalité /
lapins suivi diarrhée Echantillon total lapins
sevrés (n) Nbr (%) Nbr ( %) sevrés Nbr (

%)

01 80 30 14 (17,50) 03 (10) 20 (25)

02 95 35 22 (23,15) 05 (14,28) 25 (26,31)

03 55 32 08 (14,54) 02 (6,25) 08 (14,54)

Total 230 97 44 (19,13) 10 (10,31) 53 (23,04)

Site 1:

Entre j3 et j18 de suivi, et sur un total de 80 lapins, on a noté 14 cas
(17,5%) de diarrhées, souillant I'arriére train (figure 4.11 ), dont trois (10%)

faisant parti de notre échantillon, sont morts.
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Un pourcentage de 25% est
estimé pour le nombre total
des lapins sevrés morts, au
sein de ce premier élevage,
présentant ou non des

diarrhées

Figure 4.11 : cas diarrhéique (photo personnelle)
Site 2:

Un pourcentage de 23,15% a été enregistré entre j7 et j22 pour les cas
diarrhéiques ainsi cing lapins soit 14,28% sur un échantillon de 35 sont morts.
Le pourcentage du total des lapins morts est de 26,31%. Certains lapins ont

présenté des diarrhées avant leur mort et d'autres étaient apparemment sains.
Site 3:
Sur un total de 55 lapins sevrés huit lapins soit 14,54% ont présenté des

diarrhées entre j4 et j15 et sont morts dont deux (6,25%) faisant parti de notre

échantillon (n=32).

4.3-3 Etude bactériologique :

4.3-3-1 Dénombrement de la flore colibacillaire :

Pour le suivi bactériologique, le procédé de préléevement et de mise en

culture est simple, facile a mettre en oeuvre, vu le nombre limité d'échantillons.
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Au cours du dénombrement, les colonies de colibacilles sont facilement

reconnaissables (figure 4.12).

Figure 4.12: Dénombrement de la flore colibacillaire (photo personnelle)

Les résultats sont présentés dans les tableaux 4.8, 4.9 et 4.10 respectivement
pour les sites 1, 2 et 3. Chaque tableau est suivi par son histogramme et son

interprétation.

Tableau 4.8: Enumération (log;o UFC/g) des E.coli dans les féces des lapins sevrés

durant quatre semaines dans I'élevage 1 (moyennet écart type).

Semaines Nombre de Enumération de la flore
prélevements colibacillaire (UFC/qg)

01 15 2,29%+0,24

02 15 2,22°+0,28

03 15 2,23%+0,15

04 15 2,15%+0,16

Total 60 2,20+0,21

a,b,c..: sur une méme colonne les moyennes affectées d'une lettre différente, différent entre elles au seuil
P=0.05.
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Figure 4.13 : Histogramme des moyennes de la flore colibacillaire dans le 1* élevage

L'énumération moyenne de la flore bacillaire pour le premier site est de
2,20 Logip UFC/g de feces avec un écart type de 0,21 (tableau 4.8). Les
valeurs pour les quatre semaines post-sevrage variant entre 2,15 et 2,29 Logio
UFC/g avec une différence non significative (P>0,05) (figure 4.13).

Tableau 4.9: Les nombres moyens (log,o UFC/g) des E.coli dans les feces des lapins

sevrés durant quatre semaines dans |'élevage 2.(moyennez+ écart type).

Semaines Nombre de Enumération de la flore
prélevements colibacillaire (ufc/g)

01 15 2,33%+0,17

02 15 2,14%°+0,33

03 15 2,32%4+0,13

04 15 2,13+0,12

Total 60 2,23+0,22

]
a,b,c...: sur une méme colonne les moyennes affectées d'une lettre différente, différent entre
elles au seuil P=0.05.
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Moyenne de la flore colibacilaire Log10
UFC/g

Semainel Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4

Semaine

Figure 4.14 : Histogramme des moyennes de la flore colibacillaire dans le 2°™ élevage

Le dénombrement révéle une valeur moyenne de 2,23+0,22 Logio UFC/g
de féces pour cet élevage (tableau 4.9). Les énumérations 2,33 ; 2,14 et 2,32
Logio UFC/g sont respectivement pour la premiére, la deuxiéme et la troisieme
semaine post-sevrage avec une différence non significative (P>0,05). Pendant
la quatrieme semaine post-sevrage le dénombrement est de 2,13+0,12 Logio
UFC/g (figure 4.14); en le comparant avec celui de la premiére semaine et celui
de la troisieme semaine, les résultats montrent une différence hautement
significative (P<0,001).

Tableau 4.10: Les nombres moyens (logio UFC/g) des E.coli dans les féces des lapins

sevrés durant quatre semaines dans |'élevage 3. (Moyennez+ écart type).

Semaines Nombre de Enumération de la

prélevements flore colibacillaire
(ufc/g)

01 15 2,42%+0,12

02 15 2,32°+0,12

03 15 2,12°¢0,12

04 15 1,80%+0,12

Total 60 2,16+0,26

———————————————————————
a,b,c...: sur une méme colonne les moyennes affectées d'une lettre différente, différent entre
elles au seuil P=0.05.
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Figure 4.15 : Histogramme des moyennes de la flore colibacillaire dans le 3éme élevage

L'énumeération moyenne du troisieme élevage est de 2,16+0,26 Log;o UFC
par gramme de feces (tableau 4.10). Les dénombrements durant les quatre
semaines de suivi varient entre 1,80 et 2,42 Logio UFC/g avec une différence
tres hautement significative (P<0.001) exception faite entre la premiere et la
deuxieme semaine ou les résultats montrent une différence significative (0,05>
P>0,01) (figure 4.15).

4.3-3-2 Coloration de Gram :

La coloration de Gram des souches isolées a confirmé la présence de
bacilles Gram négatifs (-), qui prennent une couleur rose, caractéristique
morphologique des entérobactéries en général et les E.coli en particulier
(Figure 4.16).

Figure 4.16 : Bacille Gram négatif caractéristique morphologique des E.coli

(Photo personnelle)
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4. 3-3-3 Identification biochimique :

Un total de 50 souches de l'espéce Escherichia coli, aprés leur purification,
ont répondu aux caracteres biochimiques caractéristiques de I'espece (figure
4.17).

Les 50 souches regroupent 18,17 et 15 souches issues respectivement du

premier, deuxieme et troisieme élevage.

Figure 4.17 : Galerie API 20° représentant les caractéres biochimiques d’E.coli

(Photo personnelle)

L'étude biochimique a permis l'identification d'autres entérobactéries a savoir:

Proteus vulgaris, Providencia rettgeri
Klebsiella Chromobacterium violaceum
Providencia alcalifaciens Flavimonas

L'étude bactériologique n'a pas été poursuivie pour ces souches puisqu'elles ne

font pas partie de notre objectif.

4.3-3-3  Antibiogramme :

Les résultats des diameétres des zones d’inhibition (en mm) et leurs
interprétations pour les 50 souches isolées sont présentés dans I'appendice F

Nous avons regroupé les résultats de la sensibilité des 50 souches d’E.

coli aux différents antibiotiques étudiés dans le tableau 4.11.
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Tableau 4.11 Résultats de l'antibiogramme des souches étudiées (Nombre et

pourcentage des souches identifiées en fonction de la sensibilité aux antibiotiques)

Antibiotiques S I R
Triméthoprime- 50(100%)

Sulfaméthaxasole

Fluméquine 50 (100%)

Ampicilline 45 (90%) 5%(10%)
Colistine 50 (100%)

Tétracycline 50 (100%)

Gentamycine 48 (96%) 2* (04%)

Streptomycine 50 (100%)

Amoxicilline 46 (92%) 3* (06%) 1*(02%)

S=souches sensibles a I'antibiotique ; 1= souches de sensibilité intermédiaire a
I'antibiotique ; R= souches résistantes a I'antibiotique ; *= souches issues de I'élevage3.

Sur les huit antibiotiques testés, la totalité des souches (100%) issues
des trois €levages ont présenté une sensibilité a cing antibiotiques, a savoir
triméthoprime-sulfaméthaxasole (SXT), fluméquine (FUM), colistine (CS),

tétracycline (TET) et la streptomycine (STR).

Un pourcentage de 90% des souches est sensible a I'Ampicilline (AMP)
alors que cing souches (10%) issues du troisieme site sont résistantes a cet
antibiotique. Concernant la gentamycine (GEN), un total de 48 souches sur 50
sont sensibles contre deux souches (4%) issues du troisieme site ayant une
sensibilité intermédiaire. Finalement, les souches présentes des sensibilités
différentes vis-a-vis de I'amoxicilline (AM). Un total de 46 souches (92%) sont
sensibles alors que trois souches (6%) présentent une sensibilité intermédiaire
et une seule souche (2%) est résistante. Pour les deux derniers cas, les

souches sont issues aussi du troisieme site.
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4.4 Discussion :

4.4-1 Questionnaire :

Nous avons ciblé par notre questionnaire les praticiens privés, les seuls en
contact direct avec la réalité du terrain. De plus, le choix de cerner la wilaya de
Blida et non pas une partie de la région nous évite le biais de sélection.
L'importance et le type d'élevage peuvent varier d'une région a une autre ainsi

gue l'incidence des maladies.

La méthode "face a face" est certes la solution la plus souple pour recueillir les
réponses [119; 120]; mais la nature du travail des vétérinaires nous a obligé de
procéder a une deuxieme méthode qui est le téléphone. Nous avons jugé qu'il
est mieux que le courrier, il nous permet au moins d'étre en contact direct, de
mieux s'exprimer et davoir le maximum dinformations. Pour les deux
méthodes, les vétérinaires étaient tres coopératifs mais cela n'empéche pas

gue les deux méthodes peuvent donner des résultats différents.

L'élevage cunicole n'est pas uniquement un élevage de loisir et d'occupation
dans notre région comme le pensent plusieurs personnes. En effet, les
vétérinaires (86.67%) confirment que les éleveurs font appel a eux bien qu'il ne
s'agisse pas d'élevage industriel ; contrairement au Maroc ou les vétérinaires
(ou les techniciens) ne sont consultés que dans 15.3% des cas [109]. Il nous
semble que nos élevages commencent a dévier et a s'éloigner du but de
I'autoconsommation. Ces résultats sont semblables a ceux rapportés au Maroc
tout en gardant 'aspect traditionnel [109] et ceux du Sud-Bénin avec un aspect
hygiénique assez bon [121].

Le nombre de clapiers visités par chaque vétérinaire est au minimum de 2, cela
reflete l'importance des élevages non déclarés et donc une production de
viande non contr6lée et non enregistrée. Ce méme probleme est soulevé par
JAOUZI et ses collaborateurs. Leur enquéte a permis de déduire une
commercialisation des lapins principalement en vif au souk (60%) et a la ferme

(17%des cas). L'abattage a la ferme est pratiqué uniguement dans 1.77%des
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cas [121]. La Tunisie souffre aussi du probléme du non enregistrement des
éleveurs [110]. La viande lapine qui apparemment offre des valeurs nutritives
importantes [122], a réussi a marquer une production mondiale estimée a 1.8
millions de tonnes par an. Francois LEBAS a soulevé le probleme de la
production de la viande lapine en Algérie qui ne varie jamais au fil des années
et qui serait "officiellement” de 7000 tonnes chaque année depuis 1990, sans
aucune variation (selon les données de I'Organisation des Nations unies pour
I'Alimentation et I'Agriculture " FAQ" jusqu'a2006) et il ajoute: "ce qui n'est guére

plus sérieux" [123].

Les pathologies rencontrées sur notre terrain cunicole sont variées : Sur les
cing groupes obtenus, la pathologie digestive revient trois fois. Elle peut étre la
seule pathologie rencontrée (23.07%) ou accompagnée d'une autre pathologie
a savoir; parasitaire (50%) ou respiratoire (7.69%). Cela refléte son importance
dans nos élevages et rejoint les résultats de plusieurs travaux [124; 21; 19; 2;
121].La gale du corps et de la téte est une maladie parasitaire qui semble
occuper une place plus au moins importante selon notre questionnaire
puisqu'elle revient pour deux groupes (seule ou accompagnée de problémes
digestifs). Un résultat qui s'accorde d'une part avec celui de BERGAOUI [111]
,qQui signale qu'en Tunisie la gale des oreilles est l'une des pathologies
dominantes, alors qu'il s'oppose d'autre part a celui des élevages francais ou la
pathologie est rare [19]. Cela semble étre lié aux conditions d'hygiéne.
Finalement la pathologie respiratoire, méme retrouvée avec un pourcentage de
7.69%, ce résultat ne peut étre néegligé puisqu'elle aussi a été visée par un
deuxieme groupe de vétérinaires qui l'impliquent avec la pathologie digestive
(7.69%). En I'an 2000, MARLIER (cité par Marlier et al, 2003 [2]) a rapporté un
pourcentage plus élevé pour les maladies respiratoires dans les élevages

artisanaux (25%) et de 33% dans les élevages industriels.

Le syndrome diarrhéique semble étre une réalité de notre cuniculture,un
pourcentage de 90.47% est un résultat semblable a celui rapporté par LICOIS
qui parle d'une incidence importante de la diarrhée (95% des cas ) comme

symptéme digestif dominant dans les élevages cunicoles [20; 1].
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La pathologie digestive sans diarrhée est une possibilité soulevée par notre
questionnaire (09.52%). Les vétérinaires suspectent dans ce cas des
entérotoxémies, une suspicion qui s'accorde avec la littérature [125; 19].

Le syndrome diarrhéique d'origine bactérien est une dominante majeure en
cuniculture suivi par I'étiologie parasitaire [126; 11; 2; 20; 1].L'agent bactérien
semble étre important dans nos élevages puisqu'il est impliqué dans quatre sur
sept groupes étudiés.

L'Escherichia coli fait partie du monde bactérien, nous avons ajouté cette
possibilité vu sa relation directe avec notre sujet, D'autre part, nous voulons
soulever son importance lors du diagnostic des praticiens ; autrement dit est-ce
que les vétérinaires peuvent suspecter cette bactérie lors d'un syndrome
diarrhéique ? Ou ils laissent la cause bactérienne sans précision !

Il 'y a que 5.26% des praticiens qui suspectent I'espéce E.coli alors que plus
de 26% l'implique avec I'agent bactérien, un résultat en accord avec ceux de la
bibliographie [37; 126; 56; 39].

Le facteur alimentaire n'est pas absent dans nos élevages (21.05% des cas),
Notre synthese bibliographique a déja impliqué ce facteur dans les étiologies du
syndrome diarrhéique [127; 128; 19; 130; 29; 33].

Les étiologies des affections digestives restent parfois difficile a établir car les
signes cliniques ne sont pas pathognomoniques et l'un d'entre eux est la
diarrhée qui revient dans plus 90% des cas [19; 1]. Notre questionnaire a
permis de relever un pourcentage de 47% pour les vétérinaires qui ne se
basent que sur I'anamnése. Un résultat qui semble refléter la crédibilité du
diagnostic et par conséquence le traitement préscrit. D'autre part cela nous
pousse a revoir les programmes des travaux pratiques en graduation dans le
but d'apprendre au premier lieu puis enraciner [l'utilité et la nécessité de
l'autopsie pour les petits animaux entre autre le lapin qui semble étre une
espéece plus au moins négligée. Une programmation des journées d'études des
pathologies en cuniculture ouvertes mémes pour les vétérinaires praticiens peut
corriger beaucoup d'erreurs et améliorer nos connaissances sur cette espéece

qui a pris une place importante dans plusieurs pays du monde.
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Le laboratoire en tant que moyen de confirmation n'est pas un recours pour les
vétérinaires (0%) en cuniculture et cela est di sans doute au codt ainsi il ne
faut pas oublier qu'il s'agit d'élevage traditionnel dont I'effectif ne dépasse pas

les 100 lapines reproductrices.

Un traitement a base d'antibiotiques est indiqué en cuniculture, cependant le
lapin est une espece sensible vis-a-vis de certaines molécules. L'effet toxique
de I'ampicilline et la pénicilline a été démontré par plusieurs travaux cités par
LICOIS [131]. Ce chercheur a ajouté que d'une maniére constante,
I'administration d'ampicilline conduit a une forte élévation de la flore
colibacillaire saprophyte voire pathogene quand elle est présente. Son mini
revu a signalé que l'ampicilline fait partie des antibiotiques a proscrire chez le
lapin. Ces données s'opposent a nos résultats, d'aprés notre questionnaire les
vétérinaires utilisent volontiers I'ampicilline, le résultat sans doute reste a
confirmer. Les autres antibiotiques utilisés par nos vétérinaires, a savoir les
sulfamides, triméthoprime et fluméquine font partie de la liste & prescrire.

La colistine qui est un antibiotique de choix [67; 131] n'est apparemment pas

utilisée par nos vétérinaires dans le domaine de la cuniculture.

Les antiparasitaires (tel que I'lvermectine) sont utilisés uniquement dans le cas
de pathologie d’origine parasitaire, or ils constituent un traitement a prescrire
méme en cas d'étiologie bactérienne. Il a été montré qu'un déséquilibre de la
flore colibacillaire peut étre secondaire a une étiologie digestive d'origine
parasitaire [2; 1]. En 1980, LICOIS et GUILLOT ont constaté une forte élévation
du nombre de Escherichia coli dans les feces de lapins expérimentalement

infestés par des coccidies [87].

La correction zootechnique et hygiénique n'a été un point d'importance que
pour certains praticiens (21,05%) alors que plusieurs résultats confirment qu'il
est possible d'obtenir une prévention des troubles digestifs par l'application
d'une bonne stratégie alimentaire [128; 129; 123; 12; 39; 30 ; 67].

D'autre part, au cours de notre discussion avec les éleveurs nous avons appris

que leur probleme majeur est l'alimentation. Sur le terrain, il existe deux
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principales sources (fabricants) d'aliments destinés aux lapins: le premier est un
aliment standard pour toutes les sections d'élevage alors que le deuxieme se
présente différent selon chaque section. Les éleveurs ont remarqué qu'ils ont
des problemes de diarrhées et surtout de mortalité exagérée avec le premier
aliment qu’avec le deuxieme. Selon la littérature, les besoins nutritionnels des
lapereaux et de leur mere étant différents. Une analyse détaillée des
conséguences des apports alimentaires excessifs ou insuffisants pour les
différents nutriments a été présentée pour les jeunes ainsi que pour leur mere.
Un bon état corporel de la lapine reproductrice nécessite une alimentation
concentrée (relativement pauvre en fibres) tandis que celles des lapereaux
allaités un apport conséquent de fibres favorise la mise en place d'une flore
cellulolitique indispensable & la santé des lapereaux sous la mére mais surtout
apres le sevrage. Un exces de protéines favoriserait la prolifération de certains
pathogenes tels que E.coli ou Clostridium qui utilisent les acides aminés
comme substrat pour la croissance bactérienne et accroitrait ainsi le risque des
diarrhées [132; 128; 133; 30].Pour le méme sujet, LEBAS ajoute que l'un des
grands risques associés a la composition des aliments est lié a la non prise en
compte de la variabilité naturelle (biologique ou technologique) des matieres
premiéeres, conduisant a des aliments finis dont la composition s'écarte trop des

valeurs théoriques calculées [134].

4.4-2 Suivi Sanitaire :

Le suivi des trois élevages a permis de relever un pourcentage des cas
diarrhéiques variant entre 14 et 17% et une moyenne de 19,13% pour un total
de 230 lapins. Une diarrhée caractérisée par une couleur vert brunatre souillant

I'arriere train des sujets atteints.

Ces épisodes diarrhéiques sont suivis par des mortalités s'étalant entre le
troisieme et les vingt deuxieme jours de suivi, autrement dit durant les trois

premieéres semaines suivant le sevrage.
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En premier, suite a ses résultats nous confirmons que nos élevages
cunicoles sont une cible de pathologies digestives au sevrage.

De plus, les diarrhées et les mortalités qui ne touchent qu'une minorité de la
population cible nous permettent de suspecter qu'on est face a une entérite
colibacillaire du sevrage mais loin d'étre une colibacillose due a des E.coli
pathogenes. En revanche, il ne faut pas sous estimer le réle d'autres facteurs
dans le déclenchement des entérites du lapin en post-sevrage, en particulier les
coccidioses, les facteurs nutritionnels modifiant le pH intestinal, ou d'autres
agents infectieux tels que les clostridies ou les rotavirus [4; 2]. Ces différents
facteurs ne faisant pas partie de notre protocole de recherche, méritent d'étre

I'objectif d’études ultérieures.

Dans le cas d'une colibacillose proprement dite, la mortalité dépasse les 50%
aprés des épisodes diarrhéiques séveres. A titre d'exemple, En1986,
CAMGUILHEM et ses collaborateurs [89] n'ont enregistré aucune mortalité
dans le groupe témoins (non inoculé) vs 50% et 62,5% sont des pourcentages
de mortalité qui ont été enregistrés respectivement pour les lots inoculés par
10* et 10" E.coli par animal. La mortalité faisait systématiquement suite & une
diarrhée plus au moins abondante. Cette derniere, se présentait sous forme
d'excréments liquides brunatres qui souillent I'arriere train de I'animal. Dans un
cas seulement, ils ont observé une diarrhée hémorragique. Les pourcentages
de la diarrhée étaient de 20,83%, 87,5% et 95,83% respectivement pour le lot

témoin, lot inoculé & 10* et 10’ E.coli par animal.

Selon LICOIS [60; 131], en élevage rationnel, on peut estimer que la diarrhée,
symptéme le plus constant de la pathologie intestinale, se manifeste dans plus
de 90% des cas d'entérites, essentiellement pendant les 2 ou 3 semaines qui
suivent le sevrage. Ce qui rejoint nos résultats. |l ajoute qu'en France la
mortalité post sevrage moyenne se situe autour de 13% mais dans certains
élevages elle peut atteindre 25 ou 30%, voire méme dépasser 40% [131]. Cela
est d0 a la grande sensibilité des lapins aprés le sevrage a l'age de 5 a 6
semaines et l'augmentation progressive de leur résistance en fin de période de

I'engraissement [4]
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D'autres études confirment que le syndrome des entérites colibacillaires de
sevrage est fréquent et se remarque dans tous les élevages [19]. Les auteurs
expliquent que l'influence sur la santé du lapereau dépend de sa qualité, de son
régime alimentaire, ou de ses qualités d'adaptation. De plus, ils ajoutent qu'on
peut estimer une courbe normale de mortalité sur la base de 0.5% en premiere
semaine, 1% en deuxiéme semaine, 1% en troisieme semaine. Alors que pour
un élevage instable, la mortalité peut atteindre de 5% dans la semaine a 1% par
jour et la diarrhée est secondaire au mauvais fonctionnement du caecum

(rupture des équilibres nécessaires) [19,135].
En comparant ces données avec nos résultats (entre 14 et 26% de mortalité),

nous pouvons dire que nos élevages étudiés font parti des élevages instables

malgré les "solutions" apportées par les éleveurs.

4.4-3 Etude bactériologique :

L'énumération colibacillaire au cours de notre étude, montre des taux non

éleveés pour les trois sites d'élevage.

Pour le premier site, utilisant le désinfectant dans l'eau de boisson, les
dénombrements durant les quatre semaines de suivi ont présenté une
différence non significative tout en notant une diminution des valeurs entre la
premiére et la derniere semaine (2,29 vs 2,15 Logio UFC/g) indiquant ainsi une

stabilité de la flore colibacillaire.

Concernant [l'utilisation du vinaigre, les dénombrements ont prouvé aussi la
stabilité de la biocénose colibacillaire mais cette fois-ci avec une différence trés
significative (P<0.001), d'une part entre la quatrieme et la premiere semaine et

d'autre part entre la quatriéme et le troisieme semaine.

Les valeurs colibacillaires au sein du dernier site (utilisant I'anti-stress) sont en
décroissance liniere avec une différence tres significative (P<0.001),

témoignant la stabilité de la flore.
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Nos résultats rejoignent ceux rapportés par plusieurs études tels ceux de
PADIHA et coll [136]. lls ont relevé un niveau de flore colibacillaire qui a
fortement diminué au sevrage pour se stabiliser entre 29 et 49 jours d'age (trois
premieres semaines post-sevrage),

Nos valeurs qui varient entre 2,16+0,26 et 2,33+0,22 Log10 UFC/g s'accorde
avec la littérature qui confirme la pauvreté de la flore colibacillaire apres le
sevrage chez le lapins dont pour certains peut étre nulle [2; 17; 135]. D'autre
part, nos résultats se different de ceux enregistrés par plusieurs recherches
donnant en général un taux de 3 a 4 Logl0 UFC/g pour les E.coli en post
sevrage [136; 39].

Lors d'une infection par des souches d'Escherichia coli pathogénes les études
soulévent des taux entre 5 et 10 logio UFC/g (89; 47; 39; 132]. Le caractere
pathogene d'une souche pathogéne se manifeste par son extréme pouvoir de
développement dans l'appareil digestif du lapereau sain, en atteignant en

quelques jours des taux de 10° & 5.10%° UFC /g du contenu caecal [4]

Ces résultats qui sont nettement différents a nos valeurs indiquent que nos

élevages suivis n‘ont été a aucun moment une cible des souches pathogenes.

Par ailleurs, la bibliographie témoigne que dans la majorité des cas les
pathologies diarrhéiques chez le lapin s'accompagnent d'une élévation de la
flore colibacillaire, qui peut étre primaire ou secondaire a un autre facteur. Cela
Nnous pousse a penser que nos lapins morts au cours de notre étude,
pouvaient présenter des taux plus élevés de la flore colibacillaire. Une
hypotheése qui ne pouvait étre confirmée que par un sacrifice des sujets
malades et un dénombrement de la flore caecale, une solution qui n'était pas

dans nos mesures possibles.

L'examen bactériologique aprés autopsie (CIf : Appendice E) des sujets morts a
fait face a deux problemes, a savoir : En premier, il n’est jamais possible d’avoir
la totalité des sujets. Le deuxiéme probléme et le plus important, est que les
résultats bactériologiques seront surestimés par la prolifération bactérienne
post-mortem puisqu'il n‘est jamais possible de préciser I'heure de la mort. Ce

qui nous a mené a perdre I'importance des résultats de cet examen.
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D'autre part, les lésions n'étant pas imputables a l'expression seuls les
colibacilles et d'autres examens complémentaires sont nécessaires pour affiner
et expliquer I'examen nécropsique (recherche des parasites, des bactéries

anaerobies...etc) [135]

Il est important de signaler que méme si les lapins malades ont présenté des
taux élevés de colibacilles cela n'est pas fortement lié a des souches
pathogenes. Au cours d'une diarrhée secondaire au mauvais fonctionnement
du caecum, les colibacilles peuvent se multiplier pour atteindre 100 millions au
gramme de contenu caecal au lieu de 10000. BOUCHER et NOUAILLE
affirment que cette diarrhée et cette entérite ne doivent pas étre confondues
avec les colibacilles qui sont dues a des sérotypes pathogénes identifiables par
examen microbiologique [19].

Dans le méme contexte, en 2009, BOUCHER et cette fois ci avec la
coopération de MOREL expliquent que les entérites colibacillaire dites de
sevrage sont dues a une prolifération anormale de E.coli, naturellement présent
en faible quantité dans le tube digestif des lapereaux en croissance touchant a
un moment ou un autre tous les élevages, lorsque les lapereaux en croissance
subissent un stress. Alors que les colibacilloses vraies dues a des familles de
colibacilles reconnues pathogénes (tels que E.coli 0103, 015 et 0109...etc) ne
touchent que les élevages dont les reproducteurs sont porteurs [135].

Nos résultats different de ceux rapportés par SLIFOU [121], qui en 2007, a
enregistré en élevage au sud-Bénin, une moyenne de létalité atteignant 68%
et le principal microorganisme identifié était Escherichia coli. Toutefois, étant
donné que son travail ne s'est pas intéressé a la coccidiose, il suspecte que
certains cas de diarrhée peuvent étre dus a des coccidies tandis que d'autres
travaux ont confirmé la possibilité de provoquer des taux de mortalités élevés
par des souches d'Escherichia coli pathogéenes chez des sujets indemnes de

coccidiose.

Un diagnostic et un examen bactériologique se révelent indispensables face a
des colibacilloses car toutes les souches présentent une résistance a I'un ou

I'autre des antibiotiques testés [135].
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Concernant notre travail, et avant de discuter les résultats obtenus, il est utile
d'expliquer que le choix des antibiotiques testés a été fait sur la base de deux
éléments : le premier concerne les antibiotiques les plus utilisés sur notre
terrain, selon notre questionnaire, il s'agit de I'Ampicilline, Fluméquine et la
Streptomycine. Le deuxieme élément est la bibliographie (antibiotiques les plus
testés). Au début nous avons ciblé, au total, une quinzaine d'antibiotiques a

tester mais les moyens disponibles nous ont permis d'avoir uniquement huit.

Nos résultats ont montré des sensibilités (100%) pour la majorité des
antibiotiques testés, cing sur huit antibiotiques, a savoir Triméthoprime-
Sulfaméthaxasole (SXT), Fluméquine (FUM), Colistine (CS), Tétracycline (TET)
et la Streptomycine (STR). De plus, une sensibilité majoritaire a la gentamycine
(96%), a I'ampicilline (90%) et a I'amoxicilline (92%).

Cing souches issues du troisieme élevage utilisant I'anti-stress, ont présenté
des sensibilités différentes :

Trois souches sont résistantes uniquement a I'Ampicilline alors qu'une autre
souche a présenté une résistance a I'Ampicilline et la Gentamycine et une
résistance intermédiaire a I'Amoxicilline. Une derniére souche résistante a

I'Ampicilline et I'Amoxicilline.

Nos résultats nous offrent une gamme d'antibiotiques ayant une bonne action
sur les souches colibacillaires et qui peuvent étre utilisés dans la filiére cunicole
exception faite pour les deux antibiotiques proscrits (AMP et AM) qui ne sont
méme pas contrdlés par certains laboratoires tel suivi par GAY et son groupe
de recherche [138].

Les résistances mises en évidence montrent aussi l'utilité d'un examen
bactériologique qu'on joint a la prescription afin de pouvoir adapter un
traitement en cas de résistance du E.coli a I'un des antibiotiques choisis [135].

Bien que nos souches étudiées ne fassent pas partie des souches pathogenes,
nous pensons qu'il est toujours nécessaire de savoir la sensibilité des souches
isolées de nos élevages vis-a-vis des antibiotiques utilisés. PERUGINI signale
que la présence d'Escherichia coli non seulement entéropathogéne, mais aussi

résistantes, ou multirésistantes, aux antibiotiques peut étre considérée comme
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dangereuse, surtout si on considére la diffusion de résistance parmi la
population de bactéries de I' "écosystéme" intestinal [98]. De plus, Escherichia
coli est le germe le plus représenté:un groupe de recherche a soulevé un
pourcentage de 49% des 18058 antibiogrammes collectés. |l s’agit du
pathogene le plus fréquemment isolé de prélévements infectieux dans presque
toutes les filieres animales. E. coli représente prés de 30%des antibiogrammes
chez les lapins et jusqu’a 74 % chez les volailles [138].

Malgré le risque de I'utilisation abusive des antibiotiques ou des produits
chimiques, surtout les non indiqués, ne fait pas partie de I'objectif de notre
travail; nous avons jugé qu'il est utile de faire le point autant que vétérinaires et

consommateurs défendant leurs intéréts.

Les antibiotiques exercent leur action sur la flore endogéne et d’opportunité. A
faibles doses dans [lalimentation, ils permettent d'éviter les déseéequilibres,
rencontrés lors de certaines périodes critiques de I'élevage ou liés aux
conditions de vie « insalubres », en agissant sur les flores perturbatrices.

Mais I'utilisation erronée peut conduire a la sélection de germes résistants aux

antibiotiques, ce qui est un phénomeéne naturel et inévitable [139].

Nous pensons que méme si nos élevages ne font pas partie des élevages
intensifs, Il'utilisation exagérée et erronée des antibiotiques dans un cadre
curative et/ou prophylactique pour améliorer les performances zootechniques
peut mener nos élevages aux problémes de résistances des souches et par

conséquent I'échec thérapeutique.
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CONCLUSION

Notre enquéte menée par le questionnaire nous a permis de montrer
I'importance des pathologies digestives dans nos élevages cunicoles. De plus,
le syndrome diarrhéique serait d'origine bactérienne et représente une
pathologie dominante ce qui est en accord avec la littérature. La composition
alimentaire selon chaque section d’élevage doit étre prise en considération car

elle semble étre incriminée dans les étiologies digestives d’élevage.

Les taux de mortalité enregistrés donnent une caractéristique d’instabilité
aux élevages étudiés témoignant ainsi des pertes économiques au sein de

notre cheptel.

A la lumiére des résultats bactériologiques obtenus, nous pouvons conclure
que les lapins font face a des entérites colibacillaires du sevrage et non pas a
des souches de E. coli pathogénes. Méme si nos résultats correspondent avec
ceux des autres travaux, il est important de signaler qu'ils peuvent étre
influencés par [l'utilisation de certains produits dans l'eau de boisson;
nécessitant ainsi des études ultérieures.

L'isolement dans les élevages suivi de souches résistantes a certains
antibiotiques, témoigne de [I'utilisation non respectée et abusive des
antibiotiques et/ou des anti- stress, reflétant ainsi I'importance et l'utilité de

I'antibiogramme avant la prescription du traitement.

Notre étude doit étre poursuivie par des recherches plus approfondies,
visant d’une part un nombre plus important d’élevages pour une aire d’étude
plus large ; d’autre part, viser seulement des cas diarrhéiques sacrifiés dans le
but de rechercher le ou les agents en cause. Les facteurs de risques telles que
I'hygiéne et I'alimentation restent encore a étudier pour cette pathologie et pour

ce type d’élevage.



89

RECOMMANDATIONS

Aprés avoir mené la présente étude qui a visé trois élevages de lapins dans
le but d’étudier le syndrome diarrhéique chez cette espéce et sa relation avec
les souches d’Escherichia coli et de tester leurs sensibilités aux antibiotiques,
nous avons pensé a des recommandations qui peuvent améliorer notre secteur

cunicole et par conséquence I'impact économique. Nous proposons :

= Une formation pour les éleveurs dans le but :

D’une part, les inciter pour déclarer leurs élevages qui peuvent étre suivis et
controlés et cela ne peut se faire que par des offres intéressantes proposées

par les autorités.

D’autre part, les sensibiliser sur le risque de [utilisation des produits
chimiques ou le non respect de l'usage des anti-stress sur la santé du

consommateur et I'animal.

= Sensibiliser les praticiens sur I'utilisation rationnelle des antibiotiques chez

le lapin, espéce particulierement sensible.

= Mener des études épidémiologiques permettant de rechercher I'implication
des souches pathogenes d’Escherichia coli dans nos élevages sur des sujets

diarrhéiques sacrifiés issus d’élevages de typologies différentes.

= Face au syndrome diarrhéigue et en suspectant des souches colibacillaire

nous recommandons de :
1. Utiliser en cas de besoin une antibiothérapie adéquate
2. Privilégier la prophylaxie sanitaire et hygiénique

3.  Réguler le fonctionnement du caecum en rajoutant des régulateurs

digestifs, des réhydratants ou des acidifiants.



APPENDICE A

République Algérienne Démocratique et Populaire
Université SAAD DAHLEB de Blida
Faculté des sciences Agro Vétérinaires
Institut des sciences vétérinaire

Questionnaire Pour un Mémoire de Magistére

Dans le cadre d'une enquéte sur le terrain et dans un but d'étudier les
pathologies rencontrées en élevage cunicole ; nous vous demandons de
bien vouloir répondre a notre questionnaire.

REGION & o e

1. Est-ce que vous rencontrez des pathologies en élevage cunicole ?

Oui (1 Quel est le nombre d'élevages rencontrés? .......
Non O

N

. Quel est le type de pathologies rencontrées?

Digestif 0 Respiratoire 0 Autre 1 Précisez........

3. En cas de maladies digestives, s'agit- il du syndrome diarrhéique?

Oui [ Non [J

4. Dans le cas du syndrome diarrhéique, Quel était I'agent suspecté ?

Bactérien 1 Parasitaire [
Alimentaire lié au sevrage [ E.coli N

5. Comment confirmez- vous votre diagnostique ?

Laboratoire [ Autopsie a
Autre [ Précisez .......................

»

. Quels sont les traitements habituellement utilisés?

Merci d'étre coopératif (ive)



APPENDICE B

FICHE DE SUIVI D’'ELEVAGE

Elevage : .......coooviiiiiiis

Nbr de lapines |Total lapins | Echantillon | Echantillon a
reproductrices | sevrés a jl a jl j 30
96 85 70 80 95 55 30 35 32 27 30 30
Diarrhée Mortalité
j1 |j2 |j3 |j4 |j5 [i6 [j7 |i1 [j2 |i3 |i4 |i5 |i6 |i7
x E X X E X ES S X X
x E x S S
xE X X X X E X
i8 [j9 |j1olj1a]jaz]ja13|j14]js |jo [j10]ja1|j12]j13]]j14
xE X X X X EEx | xx xxx |S
X X X X E x X E X X X SEx |x X xE X X X
E X X X X X X E
j1s5{j16|j17|j18]j19|j20|j21]jas|j1e6|ja7]|j18[j19]j20]|j21
X X X S
X X X X xXE xXE X Ex X X X X X X EEXx
J221323 (324325326327 |028022 (323 (324325326 (327 [)28
X
X X
Total Diarrhée Total Mortalité
Echantillon Groupe Echantillon Groupe
03 05 02 14 22 08 03 05 02 20 25 08
B :Elevagel B Elevage B :Elevage 3

E : sujet fait partie de I’échantillon étudié
S : sujet apparemment sain mort

(0] o112 A V211 o] o I




APPENDICE C

LOGIGRAMME DE LA METHODE DE DENOMBREMENT DE LA FLORE

COLIBACILLAIRE
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APPENDICE D

COLORATION DE GRAM

PRINCIPE :

La coloration de Gram consiste a différencier les bactéries ayant une couche
membranaire épaisse (présence d’'une couche des péptidoglycanes ) des
bactéries ayant une couche membranaire mince.

La couche des péptidoglycanes étant insoluble a I'alcool, permet aux bactéries
de garder la premiére coloration ( le violet de gentiane ) et apparaissent donc
violettes, elles sont dites Gram +.

Les bactéries qui ne possedent pas cette couche de péptidoglycanes, sont
solubles a I'alcool, aprés leur décoloration, gardent donc la deuxieme
coloration et apparaissent rose, elles sont dites Gam- .

TECHNIQUE :

Au microscope au grossissement de 1 000 (10 x 100) en immersion :

Etaler sur lame une a deux gouttes d’une culture en bouillon ;
Sécher et fixer a I'alcool a 90° flambé ;

Recouvrir la lame avec une solution filtrée de violet gentiane phéniquée
pendant 15 secondes ;

Rejeter se colorant ;

Recouvrir a 3 reprises avec la solution iodo-iodurée de Lugol ;

Ensuite la lame étant inclinée a 45°, verser la solution
d’alcool-acétone en quantité juste suffisante pour faire
disparaitre la coloration violette ;

Arréter la différenciation par I'alcool-acétone par
lavage rapide a I'eau du robinet ;
Faire agir la solution de fuchsine de Ziehl diluée
pendant 15 secondes (coloration de contraste) ;

Enfin rincer & I'eau du robinet et sécher
entre 2 feuilles de papier filtre.

Les entérobactéries se présentent alors comme des bacilles colorés en rose,
parfois plus intensément aux 2 pdles (coloration dite bipolaire).



APPENDICE E

Tables de lecture (antibiogramme)

Table de lecture 1* : Valeurs critiques des diamétres des zones d'inhibition pour
Entérobactéries chez toutes les especes animales

Condition du test :
Milieu : Gélose Mueller-Hinton

Inoculum : Colonies en suspension,

0,5 Mc Farland

Controle de qualité : Escherichia coli ATCC25922
Incubation : 35°C, atmosphére ordinaire ; 18h.

Antibiotiques testés Charge des Diamétres critiques (mm)
disques Résistant | Intermédiaire | Sensible

B-lactamines

Ampicilline 10 pg <13 14-16 217

Amoxicilline + acide clavulanique™* 20/10 ug <13 14-17 218

Ceftiofure™™ 30 ug <17 18-20 221

Cephalothine 30 pg =14 15-17 218

Aminosides

Gentamycine 10 ug <12 13-14 15

Néomycine 30 ug <13 14-17 218

Sulfamides

Triméthoprime/sulfaméthaxazole 1.25/23.75 pg <10 11-15 216

Tétracyclines

Tétracycline 30 ug <14 15-18 219

Quinolones

Acide nalidixique 30 ug <13 14-18 =19

Norfloxacine 10 ug <12 13-16 217

Enrofloxacine toutes especes 5 ug <16 17-22 =223

animales 5 ug <16 17-22 223
Aviaire (E.coli) 5 ug <16 17-20 221
Bovine

Polypeptides

Colistine 10 ug <10 11-12 213

Euranes

Nitrofurantoine*** 300 pg <14 15-16 217

Phenicolés

Chloramphénicol™** 30 pg <12 13-17 218

*

Perormance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated

from Animals; Approved Standards- Second Edition CLSI: Document M31-S1-Vol. 24 N°.17; May

2004 et tableau extrait du Document M100-S16.Vo0l.26,n°3.2006. Performance standards for

antimicrobial susceptibility testing ;Sixteebth informational supplement.
** Antibiotique testé seulement pour la recherche de la 3-lactamase
*** Antibiotique testé uniquement dans le cadre de I'épidémiosurveillance




Table de lecture 2 : Valeurs critiques pour les molécules antibiotiques ne figurant pas sur les

tables du CLSI (d’aprés les recommandations du Comité Frangais de I'antibiogramme de Janvier

2007)
Charges Valeurs critiques des diamétres d’inhibition
N ) des (mm)
Antibiotiques testes disques Résistant Intermédiaire Sensible
Acide oxolinique 10 ug <14 - =221
Amoxicilline 25 ug <14 - 221
Acide nalidixique 30 yg - - 221
Cefalexine 30 pg <12 - =218
Flumequine 30 ug <21 - 225
Gentamycine 500 pg <11 - 217
Spiramycine 100 ug <19 - 224
Streptomycine 10 ug <13 - 215

Table de lecture 3* : valeurs limites des diamétres des zones d’inhibition pour la souche de

référence ATCC 25922 utilisée pour le contrdle de qualité.

Antibiotiques testés Charge de disque E. coli ATCC 25922
Ampicilline 10 ug 16-22
Amoxicilline + acide clavulanique 20/10 g 19-25
Acide nalidixique 30 yg 22-28
Ceftazidime 30 ug —
Cephalotine 30 ug 15-21
Cefotxime 30 ug 29-35
Cefoxitine 30 pg -—--
Ceftiofur 30 ug 26-31
Cephalotine 30 pg 15-21
colistine 10 g 11-12
Clindamycine 2 ug ———
Chloramphenicol 30 ug 21-27
Erthromycine 15 ug -—--
Enrofloxacine 5 ug 32-40
Furanes 300 pg 20-25
Gentamycine** 10 ug 19-26
Neomycine 30 ug 17-25
Norfloxacine 5 ug 28-35
Oxacilline 1 ug S
Penicilline our -
Spectinomycine 100 pg 21-25
Trimethoprime /sulfamethoxazole 1.25/23.75 ug 23-29
Tetracycline 30 ug 18-25
Tilmicosine 15 ug —
vancomycine 30pyg | 0 -

* Perormance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals;
Informational Supplement CLSI: Document M31-S1-Vol. 24 N°.17; May 2004 et tableau extrait du Document M100-
S16.Vol.26,n°3.2006. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing ;Sixteebth informational supplement.

* disque de gentamycine 120 g, il faut utiliser la souche de référence Enterococcus feacalis ATCC 29212 [gentamycine (16-

22mm)]




APPENDICE F

Résultats Et Interprétation Des Diameétres Des Zones De d’inhibitions

Tableau 1 : Résultats des diameétres des zones d’inhibition pour les souches isolées du
premier élevage (en mm)

Antibiotique | E1 |E2 |[E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10|E11|E12|E13|E14 |E15|E16 |E17|E18
SXT 2212212222123 22|22| 22| 23| 22| 22| 24| 22| 22| 24| 23| 22| 24
FUM 28282827271 29|27 29| 28| 31| 31| 29| 29| 31| 31| 29| 29| 29
AMP 20020(19(19(20]|21|21| 21| 21| 20| 20| 20| 21| 21| 20| 21| 21| 20
CS 18[18(19(19|18|21|21| 21| 21| 21| 21| 22| 22| 22| 19| 21| 21 18
TET 2412412312523 25|24 24| 23| 25| 25| 25| 23| 24| 23| 22| 25| 25
GEN 19/19]19]21|21| 21|19 20| 21| 21| 20| 20| 20| 21| 21| 22| 22| 22
STR 19/20]20]20|20| 19|21 21| 20| 20| 21| 20| 21| 21| 22| 22| 21| 20
AM 2412424124251 24124 24| 25| 25| 25| 25| 24| 25| 24| 24| 24| 24

Remarque : Les diamétres des zones d'inhibition révelent une sensibilité totale (S) des souches
pour les huit antibiotiques testés

Tableau 2 : Résultats des diameétres des zones d’inhibition pour les souches isolées du
deuxiéme élevage (en mm)

Antibiotique | E19 | E20 | E21 | E22 | E23 | E24 | E25 | E26 | E27 | E28 | E29 | E30 | E31 | E32 | E33 | E34 | E35
SXT 21| 23| 22| 22| 21| 23| 22| 22| 24| 24| 22| 23| 22| 23| 23| 24| 24
FUM 30| 30| 31| 32| 32| 32| 32| 32| 32| 32| 32| 31| 31| 32| 32| 32| 32
AMP 24| 24| 24| 25| 25| 25| 21| 21| 22| 22| 21| 21| 22| 20| 20| 21| 21
CS 22| 22| 22| 22| 21| 21| 22| 22| 21| 22| 22| 23| 23| 22| 24| 24| 23
TET 24| 23| 24| 25| 23| 22| 22| 23| 23| 23| 24| 24| 25| 25| 25| 26| 26
GEN 22| 22| 21| 21| 19| 21| 22| 22| 22| 22| 22| 21| 21| 19| 19| 21| 21
STR 20| 21| 21| 22| 21| 20| 19| 20| 20| 20| 20| 21| 21| 21| 20| 20| 22
AM 25| 24| 24| 24| 24| 25| 25| 24| 25| 24| 24| 24| 24| 24| 24| 23| 24

Remarque : Les diamétres des zones d’inhibition révelent une sensibilité totale (S) des souches
pour les huit antibiotiques testés




Tableau 3 : Résultats des diamétres des zones d'inhibition pour les souches isolées du troisiéme
élevage (en mm)

Antibiotique | E36 | E37 | E38 | E39 | E40 |E41|E42 |E43 |E44|E45 |E46|E47 |E48 |E49 |ES0
T 22| 22| 22| 24| 24| 24| 24| 23| 22| 23| 23| 22| 24| 22| 22
FUM 29| 29| 31| 31| 32| 32| 31| 32| 31| 32| 32| 32| 31| 33| 33
AMP 2 22| 28 21| 23] 238 22| 21| 23 | 23]
CS 22| 24| 22| 23| 22| 24| 24| 23| 24| 24| 23| 22| 21| 21| 23
TET 24| 23| 25| 25| 23| 25| 24| 24| 25| 23| 24| 25| 25| 25| 25
GEN 21| 22| 22| 21| 13| 21| 21| 22| 21| 21| 21 19| 13| 21| 21
STR 22| 19| 19| 22| 22| 20| 20| 24| 24| 21| 21| 23| 23| 22| 21
AM 24| 16| 24| 23] 16| 24| 23] 23 23] 22| 23] 22| 24| 16
Remarque : L'interprétation des diameétres des zones d’inhibition est représentée sur

le tableau 4
Tableau 4 : Interprétation des diametres des zones d’inhibition pour les souches isolées

du troisieme élevage
Antibiotique | E36 | E37 | E38 | E39 | E40 |E41|E42 |E43 |E44 |E45|E46 |EA7 |E48|E49 |E50
TXT S |s |s [s |s |s |s |s S S |s S |s |s |s
FUM S |s |s |s |s |s |s |s S S |s S |s |s |s
AMP s Blls [s [Bls [s |s [Rls [s [s [Rls [RB
CS S |s |s |s |s |s |s |s S S |s S |s |s |s
TET S |s |s |s |s |s |s |s S S |s S |s |s |s
GEN S |s |s |s |l S |sS |s S S |s s |I |s |s
STR S |s |s [s |s |s |s |s S S |s S |[s |s |s
AM s i Is s i Is s s EBs [s Is [s [s |i

R : souche résistante
| : souche ayant une résistance intermédiaire
S : souche sensible



APPENDICE G

AUTOPSIE APRES MORTALITE

Photo personnelle : Lapin Photo personnelle : Lapin

apparemment sain mort, ne apparemment sain mort,
présentant pas de signes présentant un gros intestin
pathologiques encombré

Photo personnelle : Photo personnelle : Intestin
accumulation de gaz dans le gros gréle presque vide avec un
intestin, intestin gréle vide et contenu liquide, hémorragie

enflammé caecale



APPENDICE H

MATERIEL NON BIOLOGIQUE UTILISE

Tubes et sacs de prélévement stériles, gants en latex, glaciére isotherme
Milieux de culture : gélose Mac Conkey, gélose Hecktoéne, gélose
nutritive, gélose Mueller-Hinton.

Ecouvillons stériles.

Violet de gentiane, lugol, alcool, fushine, lames, huile a émersion, eau
tamponnée stérile (TSE).

Galeries biochimiques Api 20E (BioMérieux, Réf. 20 160) pour

I’ identification des entérobactéries.

Réactifs nécessaire pour les galeries api : Réactif de la TDA, JAMES
(Kovacs), VP1 + VP2, NIT1+NIT2.

Huile de paraffine (Vaseline).



Al E
AEEC
AF/R1
AF/R2
AGV
CFA
EAgQQEC :
E. coli
EEL
EHEC
EIEC
EM
EPEC
ETEC
LEE
LT

pH
ST
UFC
VT
Logio
Mg

APPENDICE |

LISTE DES ABBREVEATION ET DES SYMBOLES

. Attachement / Effacement (Iésion)
. Attaching —Effacing E. coli

: Adhesive Factor/ Rabbitl

: Adhesive Factor/ Rabbit2

: Acide Gras Volatil

: Colonization Factors Antigen

E. coli entéoraggrégatifs

: Escherichia coli

. Enthéropathie Epizootique du lapin
: E. coli entérohémorragiques

: E. coli entéroinvasifs

: Entéropathie mucoide

: E. coli entéropathogénes

: E. coli entérotoxinogenes

: Locus d’Effacement des Entérocytes
: Thérmolabile (toxine)

: Potentiel d’hydrogéne

: Thérmostable (toxine)
: Unité Formant Colonies

: Verotoxine

: Logarithme décimale

: Micro gramme
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