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Extracteur a billes magnétiques, utilisé pour le traitement des prélévements en lien avec une suspicion de botulisme (source : Labocea).
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Botulisme : suspecter rapidement, prélever “a point nommsé”

Le botulisme animal est une affection
réglementée (danger sanitaire de caté-
gorie 1 chez « toutes les espéces sensi-
bles ») en France. L'entrée en vigueur
dans 'UE27 de la Loi de Santé Animale
ce 21 avril 2021 ne modifie pas, pour le
moment, cette disposition. Que ce soit
chez les animaux ou chez 'humain, la
maladie n'est pas transmissible entre
individus. « Les mesures de gestion
actuelles lors de cas/foyers de botulisme
chez les espéeces de rente prennent en
compte a la fois le risque de santé
publique et celui de santé animale »,
détaille la D Silvia Turci, responsable
bactériologie a Labocea-Ploufragan. Le
botulisme humain est aussi une maladie
a déclaration obligatoire. En France, ily a
de 10 a 20 cas humains de botulisme par
an, tous d'origine alimentaire (68 cas
entre 2013 et 2016)*.

Toxines mosaiques

Si toutes les especes de mammiferes,
d'oiseaux et poissons sont a priori sensi-
bles au botulisme (il y a 7 sérotypes de la
toxine, de A a G, qui a un neurotropisme
exclusif), les bovins et les volailles pré-
sentent une réceptivité élevée, alors que
le porc est considéré plus résistant ; de
rares cas ont été décrits chez les équidés
(type B, aux USA). Chez les humains, les
types de botulisme sont : A, B, E et F.
Chez les ruminants et les volailles, les
sous-types de toxines les plus fréquents

Mélange d'échantillons de

sontles C, D etles toxines dites “"mosaiques”
(leur géne comprend des parties plus ou
moins importantes de l'un ou l'autre des
sous-types : toxines C/D ou D/C).

Suspicion précoce

Le réservoir de C. botulinum est l'envi-
ronnement : sol, poussiere, lisiers, etc.
Les cadavres constituent également un
substrat favorable a la croissance de
C. botulinum et a la production de
toxine. Chezles bovins comme chez les
volailles, le botulisme se manifeste par
une mortalité brutale, bien que les
volailles puissent présenter une attitude
“des ailes tombantes” au préalable. La
toxine étant neuroparalysante, les signes
d'intoxination sont peu évocateurs en
dehors d'une atteinte neurologique d'un
groupe d'animaux. Chez les bovins, le
contact avec du lisier de volailles ou des
patures épandues avec celui-ci est un
eélément de suspicion important. Aussi,
« lorsque des €léments cliniques et €pi-
démiologiques suffisants existent pour
suspecter le botulisme, il convient d’en
alerter la DDPP du département des que
possible. C’est particulierement impor-
tant en filiere bovine laitiére au regard
des rappels a exercer en cas de confir-
mation : plus le rappel est tardif et plus
les volumes ainsi que la quantité de pro-
duits a rappeler augmentent ». En clair, il
convient de ne pas écarter trop hative-
ment une suspicion de botulisme.
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Prélevements et mode de conservation recommandés en cas de suspicion de botulisme bovin ou aviaire.

Que prélever ?

Le détail des prélevements a réaliser sur
les bovins comme sur les volailles en cas
de suspicion est fourni dans le tableau
ci-dessous ; ils sont coordonnés par la
DDPP. En cas de suspicion faible, ils peu-
vent étre réalisés a titre conservatoire
(congélation). Les matrices/organes a
prélever ont été déterminés comme
étant les plus a-méme de détecter le
géne de la toxine botulique par PCR
(qualitative réponse par présence/
absence). Pour les bovins, il est recom-
mandé de prélever la totalité des animaux
atteints et/ou décédés car il y a parfois
besoin d'analyser plusieurs échantillons
avant d'obtenir confirmation de la pré-
sence du/des géne/s (bont). Un délai
minimum de 48 a 72 h ouvrables, a
réception des échantillons, est néces-
saire a la mise en ceuvre de ces analyses.
Enbovins comme en aviaire, « le stockage
au congélateur est impératif des que
possible aprés la réalisation du préléve-
ment. En effet, il améliore la capacité a
détecter le gene cible de la PCR.
Drailleurs, siles prélevements arrivent au

C'est le nombre d'analyses RT-PCR
Covid-19 réalisées en sous-traitance
des laboratoires de biologie médicale
par les 3 sites de Labocea depuis le
mois de mai 2020 et a la date du
1¢ mai 2021. Ces analyses compren-
nentles RT-PCR spécifiques des trois
variants co-circulant activement en
France depuis la fin de 2020.



laboratoire non congelés, une phase de
congélation est appliquée avant mise en
analyse des échantillons, pour la méme
raison », souligne la D™ Turci. En re-
vanche, « les échantillons d'aliment et
d’environnement ne sont pas traités a
Labocea, ils sont réacheminés au Labo-
ratoire national de référence (LNR) a
I’Anses de Ploufragan-Plouzané-Niort

sous la responsabilité de Caroline Le
Maréchal ». La recherche de toxines est,
elle, réalisée par le Centre national de ré-
férence (Institut Pasteur de Paris). En
aviculture, lors d'un diagnostic différen-
tiel sur une suspicion de botulisme/in-
fluenza aviaire retenue par la DDPP, « il
faut le préciser sur la feuille d'informa-
tion : les analyses de botulisme seront

alors mises en attente. Elles ne seront
faites qu'aprées réception du résultat né
gatif pour l'influenza ». Dans tous les cas,
les analyses PCR seront réalisées a Labo-
cea-Ploufragan et au LNR, ce qui permet
d'optimiser les chances de détection du
génome de C. botulinum.

* Mazuet C. et coll. BEH, 2018, n°. 3, p. 46-54.

Nouveaux outils pour le typage des Mannheimia haemolytica des ruminants

"

« Dans l'offre “santé respiratoire bovine”
de Labocea, rénovée a l'automne dernier,
figurent les typages des Mannheimia
haemolytica. Ces propositions sont le
fruit de 12 a 18 mois de développement
méthodologique, reposant sur la biblio-
graphie d'une part, et la validation d'outils
en interne » explique le D* Guillaume
Lequeux, chef du service d'anatomopa-
thologie et microbiologie vétérinaire a
Labocea-Fougeres.

En premier lieu, la bibliographie confirme,
sur ces dernieres anneées, que deux
groupes génétiques (génotypes) de
M. haemolytica peuvent étre distingués :
- le génotype 1 est surtout composé de
souches identifiées dans des cas de
portage sain, dans lappareil respira-
toire supérieur des bovins. Ce sont les
souches qui sont classiquement isolées
a partir d'un écouvillon nasopharyngé
réalisé sur des bovins en l'absence de
signes cliniques respiratoires ;
- etle génotype 2, qui correspond surtout
a desisolats a partir des voies aériennes
profondes de bovins a maladie respira-
toire bovine (MRB). Ce génotype est
constitué de souches portant significa-
tivement plus souvent que le précédent
des génes de résistance aux antibio-
tiques.

« Nous avons en grande partie confirmé
ces descriptions sur des souches de la
collection de Labocea : c'est une régle
générale, bien que non absolue », poursuit
Guillaume Lequeux. Or lanalyse Maldi-Tof,
utilisée pour l'identification des pasteu-
relles, fournit aussi deux spectres différents
selon que la bactérie est de génotype 1
ou 2. « Cette information est donc dispo-
nible des l'étape d'identification : nous
avons choisi de la mentionner dans le
compte-rendu d'analyse, a chaque fois
que c’est possible ».

En second liey, et sans aucune corrélation
avec les génotypes, une PCR multiplex a
été mise en place qui permet de sérotyper
les souches obtenues en bactériologie :
bien que 13 sérotypes soient décrits, trois
sont dominants. La PCR va donc distin-
guer les sérotypes Al, A6 (tous deux
retrouvés dans un contexte de MRB) et
A2 (plutdt circonscrit au portage dans les
voies respiratoires supérieures). La litté-
rature indique que le développement
d'une MRB correspond a une transition
d'une population majoritairement consti-
tuée de M. haemolytica A2 vers des
populations majoritaires de souches Al
ou A6, enlocalisation plus profonde. Les
facteurs de risque sont connus, mais pas
le mécanisme d'une telle transition.

Depuis plusieurs années, le sérotype A6
est de plus en plus fréquemment isolé,
bien que le sérotype Al reste majoritaire
chez les bovins. Outre l'intérét épidé-
miologique et informatif sur la virulence
de la souche isolée, le sérotypage peut
permettre d'explorer les cas d'échecs
vaccinaux : les vaccins du commerce di-
rigés contre M. haemolytica contiennent
des antigénes de souches Al et la pro-
tection croisée contre le sérotype A6 est
le plus souvent obtenue, mais n'est pas
nécessairement systématique et
complete. A noter que, chez les ovins,
c'est le sérotype A2 qui est virulent.

En troisiéme lieu, « l'offre propose aussi
la recherche du gene codant pour la leu-
cotoxine » de M. haemolytica. C'est « son
principal facteur de virulence, celui qui
est principalement a l'origine des dom-
mages tissulaires dans le parenchyme
pulmonaire ». L'analyse peut étre faite en
méme temps que les PCR de sérotypage,
ou séparément. « Lintérét de cette
approche est que, sur des cas de MRB
présentant des lésions évocatrices a l'au-
topsie, l'identification de M. haemolytica
porteuse du géne de la leucotoxine
permet avec une quasi-certitude de lui
imputer l'origine de l'épisode ».

Pour en savoir plus : voir l'article sur les pasteurelles des bovins publié aux Journées nationales des groupements techniques vétérinaires de 2020, par les D Lequeux et
Cesbron, disponible sur le site internet de Labocea, a l'adresse https://www.labocea.fr/pasteurelloses-bovins/

» Le D** Mouna Abed-Zahar a rejoint l'équipe de Labocea-Ploufragan comme cheffe du service Immuno-
logie-Virologie-PCR, depuis le mois de mars 2021. Vétérinaire diplédmée de l'école vétérinaire d'Alger, ou
elle a été maitre de conférence, la D™ Abed-Zahar est une ancienne interne en pathologie du bétail de 'ENV
d'Alfort et spécialisée en médecine aviaire. Elle dispose aussi d'un PhD en virologie aviaire, sur le virus de
la maladie de Gumboro, sur des travaux effectués a 'Anses de Ploufragan-Plouzané-Niort.

» Surfaces a propriétés biocides : le service de virologie de Labocea-Ploufragan vient de valider le test d'évaluation de
l'activité virucide des surfaces, décrit dans la norme ISO21702, sur le virus influenza A H1N1 (porcin), a la demande d'un
de ses clients. Il n'y a pas encore de norme Afnor sur cet aspect (elle est en cours de préparation). La norme ISO prévoit
le recours soit a une souche d'influenza A H3N2 humaine (grippe de Hong Kong), soit a une souche de calicivirus félin
(modéle des virus non enveloppés), pour un temps de contact pouvant aller jusqu'a 24 h, mais ne fixe pas de seuil
d'activité en termes de réduction de titre viral. Les essais, réalisés dans le laboratoire P3 de Ploufragan, ont permis de
mesurer l'activité de plusieurs types de surfaces, avec succes.

» Cétacés : Labocea-Ploufragan a signé début 2021 une convention avec 'Observatoire Pélagis (La Rochelle Université
et CNRS). Celui-ci rassemble des programmes d'observation et d'expertise sur la conservation des especes de mammi-
feres et oiseaux marins. Il assure également la coordination scientifique et administrative, ainsi que l'animation du
Réseau national échouage (qui concerne les mammiféres marins). Les missions principales a réaliser dans le cadre de
cette convention sont la constitution d'un réseau de vétérinaires pour effectuer une centaine d'autopsies de mammi-
féres marins par an, la finalisation d'un protocole unique pour ces autopsies, la validation des examens nécropsiques et
lappui a l'équipe échouage.
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