
 
 

 

ACADEMIE UNIVERSITAIRE WALLONIE-EUROPE 

UNIVERSITE DE LIEGE 

FACULTE DE MEDECINE VETERINAIRE 

DEPARTEMENT CLINIQUE DES ANIMAUX DE COMPAGNIE ET EQUIDES 

CLINIQUE AVIAIRE, DES RONGEURS ET LAGOMORPHES 

 

 

 

 

 

Contribution à l’identification de l’agent étiologique de l’entéropathie 

épizootique du lapin. 

 

Contribution to the identification of the aetiological agent of epizootic 

rabbit enteropathy. 

 

 

 

 

 

Nathalie HUYBENS 

 

 

 

 

 
THESE PRESENTEE EN VUE DE L’OBTENTION DU GRADE DE DOCTEUR EN SCIENCES VETERINAIRES 

 

ANNEE ACADEMIQUE 2012-2013 





 

 
 

A ceux que j’ai appelé Parrain et Marraine,  

Modèles d’excellence et de joie de vivre, 

J’aurais aimé tenir vos mains un peu plus longtemps. 

 

 

 

 





 

5 
 

REMERCIEMENTS 

J’ai toujours été plus doué avec les chiffres qu’avec les mots mais aujourd’hui je ne sais pas 

ce qu’il y a de plus difficile, compter le nombre de personnes à remercier ou trouver les mots pour le 

faire…  

Tout d’abord j’aimerais remercier mon promoteur, Didier Marlier, pour les heures précieuses 

de discussion que j’ai passées avec lui et pour ses conseils qui m’ont permis d’orienter au mieux la 

recherche ainsi que l’écriture.  

Ma gratitude n’est pas moindre pour mon co-promoteur, Jacques Mainil, pour ses conseils et 

le support dont il a fait preuve depuis la préparation du FRIA jusqu’à la défense de cette thèse. 

Une reconnaissante tout particulière pour Julien Houeix. Optimisateur de PCR hors pair, 

spécialiste des galeries API, repiqueur de toutes les colonies, tueur stoïque de lapins. Cette thèse 

n’existerait pas sans toutes les manipulations que tu as réalisées, merci beaucoup ! 

J’aimerais remercier également Dominique Licois pour avoir géré toutes les inoculations dans 

son laboratoire et pour m’avoir transmis ses connaissances aussi bien sur l’entéropathie et la 

pathologie cunicole que sur les méthodes d’expérimentation.  

Je n’oublie pas les membres du service de Bactériologie, Marjorie Bardiaux, Adeline Muylaer 

et Jean-Noël Duprez qui ont supporté mes visites et questions incessantes ainsi que l’emprunt 

récurrent de réactif et matériel.  

Un tout grand merci au service des Cyanobactéries, spécialement Annick Wilmots pour avoir 

partagé sa connaissance de l’étude des populations bactériennes et m’avoir permis d’utiliser son 

laboratoire pour l’exécution des DGGEs. 

Je remercie également Frédéric Farnir pour son aide dans les analyses statistiques ainsi que 

Sylvie Combes et Laurent Cauquil pour l’analyse Statfingerprint de mes résultats DGGE. 

Un tout grand merci à Pierre pour les corrections grammaticales et orthographiques. 

Many thanks to Anne for the English corrections.  

Merci aux collègues qui ont partagé avec moi ces quelques années au service aviaire, Aline, 

Alex, Charlie, Fred et Julien. Il y a eu des hauts et des bas mais les cinq sens de l’aviaire resteront 

pour moi une excellente expérience. 

Merci à mes parents et à leur conjoint pour leur support inconditionnel.  

Merci à Violaine et Arnaud, chouchou et canard, vous avez été d’un grand soutien durant les 

premières années de cette thèse où nous vivions ensemble et même après, à distance. 

Enfin, merci à Flo parce que tu es tout, que tu me donnes tout et que sans toi, je n’aurais 

jamais fini ce travail… je ne l’aurais sans doute jamais commencé.  





 

7 
 

TABLE DES MATIERES 

INTRODUCTION .............................................................................................................. 15 

I. HISTORIQUE DE L’ÉLEVAGE DE LAPIN .................................................................................... 15 

II. PATHOLOGIES DIGESTIVES DU LAPIN D’ÉLEVAGE ..................................................................... 17 

1. Non infectieuses ........................................................................................................ 17 

2. Virales ........................................................................................................................ 19 
a. Rotavirus .............................................................................................................................................. 19 
b. Coronavirus.......................................................................................................................................... 19 
c. Autres virus .......................................................................................................................................... 20 

3. Bactériennes .............................................................................................................. 20 
a. Escherichia coli..................................................................................................................................... 20 
b. Clostridium spiroforme ........................................................................................................................ 21 
c. Clostridium piliforme ........................................................................................................................... 21 
d. Autres bactéries ................................................................................................................................... 21 

4. Parasitaires ............................................................................................................... 22 
a. Eimeria sp. ........................................................................................................................................... 22 
b. Autres parasites ................................................................................................................................... 22 

5. D’origine inconnue .................................................................................................... 22 

III. L’ENTÉROPATHIE ÉPIZOOTIQUE DU LAPIN .............................................................................. 23 

1. Apparition de la pathologie....................................................................................... 23 

2. Signes cliniques et lésions ......................................................................................... 23 

3. Reproduction expérimentale ..................................................................................... 24 

4. Traitement et prophylaxie ......................................................................................... 25 

5. Etiologie .................................................................................................................... 25 

6. Phase précoce et toxine ............................................................................................ 26 

7. Autres recherches ...................................................................................................... 27 

8. Evolution de l’épidémie ............................................................................................. 27 

IV. L’ANALYSE DES POPULATIONS BACTÉRIENNES COMPLEXES PAR DES TECHNIQUES DE BIOLOGIE 

MOLÉCULAIRE .................................................................................................................. 29 

1. Pourquoi la biologie moléculaire ? ............................................................................ 29 

2. Article de synthèse .................................................................................................... 29 

OBJECTIFS ...................................................................................................................... 47 

PARTIE EXPERIMENTALE ................................................................................................. 49 

I. COMPARAISON DU TEC4 ET DE SES FRACTIONS PAR LA BACTÉRIOLOGIE CLASSIQUE ...................... 49 

1. Fractionnements ....................................................................................................... 49 
a. Centrifugation sur gradient discontinu de sucrose .............................................................................. 49 
b. Adhérence cellulaire ............................................................................................................................ 50 
c. Traitement au chloroforme éthanol .................................................................................................... 51 
d. Antibiogrammes .................................................................................................................................. 51 
e. Traitement aux antibiotiques .............................................................................................................. 52 
f. Traitement par acidification ................................................................................................................. 54 

2. Inoculations ............................................................................................................... 55 
a. 50% et RK501 ....................................................................................................................................... 55 
b. RK502, PLA, RIN ................................................................................................................................... 56 
c. 50%, RK501, CERK, RIN ......................................................................................................................... 56 
d. Fractions antibiotiques ........................................................................................................................ 57 



8  
 

e. Fractions acides ................................................................................................................................... 58 

3. Etude bactériologique classique ................................................................................ 59 
a. Bactérioscopie ..................................................................................................................................... 59 
b. Mise en culture sur milieux conventionnels ........................................................................................ 61 
c. Recherche d’entérobactéries ............................................................................................................... 61 
d. Recherche de Campylobacter .............................................................................................................. 61 
e. Calcul des Unités Formant Colonies..................................................................................................... 63 
f. Visualisation des bactéries et cellules sur lames Lab-Teck® ................................................................. 64 

II. GÉNÉTIQUE MOLÉCULAIRE PAR PCR (DIFFÉRENTES APPROCHES) ............................................... 65 

1. ARDRA ....................................................................................................................... 65 

2. DGGE ......................................................................................................................... 66 
a. Région hypervariable V3 ...................................................................................................................... 66 
b. Régions hypervariables V6-V8 ............................................................................................................. 67 

3. RAPD .......................................................................................................................... 68 

4. Clonage et Séquençage des bandes d’intérêt ........................................................... 71 
a. Matériel et méthode de clonage ......................................................................................................... 71 
b. Analyse des séquences ........................................................................................................................ 72 

5. Identification des séquences d’intérêt dans des échantillons de terrain .................. 74 
a. Mise au point des PCR pour les séquences R6B et AP5 et pour le gène yijP ....................................... 74 
b. Echantillons ......................................................................................................................................... 74 
c. Identification des souches porteuses des séquences R6B et AP5 ........................................................ 76 
d. Inoculation du Staphylococcus epidermidis R6B+ ............................................................................... 76 
e. Clonage de gène yijP-like du TEC4 ....................................................................................................... 77 

6. Application de la DGGE sur des matières fécales de lapins inoculés avec TEC4 et des 

témoins négatifs ........................................................................................................ 80 
a. Inoculation et prélèvements ................................................................................................................ 80 
b. Comparaison des flores fécales ........................................................................................................... 80 

7. Mise en évidence d’une bactériémie potentielle ....................................................... 85 

III. COMPARAISON DES FRACTIONS PAR PYROSÉQUENÇAGE ........................................................... 87 

IV. RÉSUMÉ DES RÉSULTATS .................................................................................................... 91 

DISCUSSION GENERALE ................................................................................................... 93 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .................................................................................... 103 

PUBLICATIONS ............................................................................................................... 105 

1. Article : “Inoculation and bacterial analyses of fractions obtained from the reference 

inoculum TEC4 which experimentally reproduces epizootic rabbit enteropathy.” . 105 

2. Article : “Epizootic rabbit enteropathy inoculum (TEC4) : antibiograms and antibiotic 

fractionation.” ......................................................................................................... 115 

3. Conférence internationnale : “Is epizootic rabbit enteropathy (ERE) a bacterial 

disease?” ................................................................................................................. 124 

4. Poster : “Biomolecular comparison of bacteriological caecal flora with and without 

Epizootic Rabbit Enteropathy (ERE) contamination” .............................................. 130 

5. Short Communication : « Epizootic rabbit enteropathy: comparison of biomolecular 

profiles from virulent and non-virulent samples. » ................................................. 133 

6. Short Communication : «Pyrosequencing of epizootic rabbit enteropathy inoculums 

and rabbits caecal samples » .................................................................................. 136 

BIBLIOGRAPHIE ............................................................................................................. 139 





10  
 

LISTE DES ABREVIATIONS 

16SrDNA Gène codant pour l'ARN 16S de la sous unité 30S du ribosome procaryote 

50% Fraction du TEC4 récupéré dans le coussin de sucrose à 50% lors de la centrifugation 
sur gradient discontinu de sucrose 

50PH Fraction 50% traité à l'acide (pH = 2,2) 

AA Acide Aminé 

ADF Acide Detergent Fibre 
Lignocellulose 

ADL Acid Detergent Lignin 
Lignine 

AMC TEC4 traité à l'amoxycilline /ac. clavulanique 

ANOSIM Analyse de similarité 

AP5 Séquence d'intérêt de 788pb présents dans TEC et mis en évidence par une RAPD 

AP-PCR Arbitrary primed - PCR 
PCR utilisant des amorces créées arbitrairement 

ARDRA Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 
Profils de restriction du gène 16SrDNA 

BACI TEC4 traité à la bacitracine 

CARL Clinique Aviaire, des Rongeurs et des Lagomorphes 

CCDA Gélose pour Campylobacter avec charbon de bois, desoxycholate et supplément 

CEF TEC4 traité au ceftiofur 

CERK RK501 traité au chloroforme/éthanol 

DGGE Denaturating Gradient Gel Electrophoresis 
Électrophorèse sur gel contenant un gradient de dénaturant 

DMEM Dulbecco Modified Eagle’s Medium 
Milieu utilisé pour la culture cellulaire 

DOX TEC4 traité à la doxycycline 

EDTA Acide éthylène diamine tétraacétique. 

EEL Entéropathie Épizootique du Lapin 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
Dosage d’immunoabsorption par enzyme liée 

EM Entérite Mucoïde 

EOPS Exempt d’Organismes Pathogènes Spécifiques 

EPEC E. coli entéropathogène 

FAO Food and Agriculture Organization 
Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture 

FD Fibres digestibles 

GQM Gain Quotidien Moyen 

HT-sequencing High Throughput sequencing 
Séquençage à ultra haut débit 

IASP Infectiologie Animale et Santé Publique 

INRA Institut National de la Recherche Agronomique 

ITS Internal Transcribed Spacer 

LB Luria Broth 

MJED Méga Joules d'Énergie Digestible 



 

11 
 

NDF Neutral Detergent Fibre 
Fibres faiblement digestives 

NMDS Random starts nonmetric multidimensional scaling  

NOVO TEC4 traité à la novobiocine 

OTU Operational Taxonomic Unit  

PB Paire de base 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCA Principal Component Analysis 

PCR Polymerase Chain Reaction 
Réaction de polymérase en chaine 

PI Post inoculation 

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

R6B Séquence d'intérêt de 396pb présents dans TEC et mis en évidence par une RAPD 

RAPD Random Amplification of Polymorphic DNA 
PCR aléatoire sur des génomes entiers 

RbCV Rabbit Coronavirus 
Coronavirus du lapin 

RDP Ribosomal Database Project  
Base de données phylogénétiques sur les séquences du gène 16SrDNA 

RIN Dernier liquide de rinçage lors du fractionnement par adhérence cellulaire 

RK13 Lignée cellulaire immortalisée de reins de lapin  

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

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

STREP TEC4 traité à la streptomycine 

SUR Fraction du TEC4 récupéré dans le surnageant lors de la centrifugation sur gradient 
discontinu de sucrose 

TAB Témoin traitement antibiotiques 

TAE Tris, Acétate, EDTA 
Solution tampon de migration en gel d'électrophorèse 

TE Tris, EDTA 
Solution tampon de conservation de gel d'électrophorèse 

TEC Inoculum de référence de l’EEL, obtenu après dilution, centrifugation et filtration de 
contenu digestif de lapin malade. 

TEC1 Inoculum de référence de l'EEL de 1ère génération 

TEC2 Inoculum de référence de l'EEL de 2ème génération 

TEC3 Inoculum de référence de l'EEL de 3ème génération 

TEC4 Inoculum de référence de l'EEL de 4ème génération 

TEM1 Témoin négatif, contenu caecal d'un lapin EOPS 

TEM2 Témoin négatif, contenu caecal d'un lapin de compagnie 
TEM3 Témoin négatif, contenu caecal d'un lapin d'élevage 
TEM4 Témoin négatif, contenu caecal d'un lapin de 3 lapins EOPS 
TEPH TEC4 traité à l'acide (pH = 2,2) 

TYL TEC4 traité à la tylosine 

UFC Unité Formant Colonie 

VAN TEC4 traité à la vancomycine 



12  
 

RESUME 

L’entéropathie épizootique du lapin (EEL) est une pathologie digestive induisant d'énormes 

pertes économiques pour la cuniculture européenne. L’agent étiologique reste inconnu à ce jour 

mais un inoculum de référence (TEC4) permet de reproduire la pathologie. Cet inoculum contient un 

trop grand nombre d'espèces bactériennes différentes pour permettre une analyse moléculaire 

directe. Il a donc été traité par centrifugation sur gradient de sucrose, par adhérence cellulaire, par 

ajout de chloroforme / éthanol, d’antibiotiques et d’un tampon acide, afin de réduire le nombre 

d'espèces bactériennes n'ayant pas de lien étiologique direct avec l'EEL. Ces différentes fractions ont 

été inoculées à des lapins exempts d’organismes pathogènes spécifiques (EOPS) afin de vérifier leur 

virulence. Leur flore bactérienne a été analysée par des techniques de bactériologie classique à 

savoir : l’identification des espèces cultivables sur des milieux traditionnels, le dénombrement des 

Unités Formant Colonie (UFC) et un examen bactérioscopique direct après coloration de Gram afin 

de dénombrer les bactéries morphologiquement différentes.  

Des techniques de biologie moléculaire ont été utilisées sur l’inoculum, ses fractions et des 

témoins négatifs. Le but était de trouver une séquence génomique spécifique à savoir une séquence, 

présente dans les fractions reproduisant la pathologie et absente de celles ne la reproduisant pas. 

Trois méthodes moléculaires ont été employées pour comparer les fractions positives et négatives. 

Une analyse des profils de restriction du gène 16SrDNA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 

Analysis ou ARDRA) a été effectuée au moyen de 22 enzymes de restriction. Les régions 

hypervariables V3 et, V6 à V8 du gène 16SrDNA ont été étudiées par Denaturating Gradient Gel 

Electrophoresis (DGGE). Des PCR aléatoires (Random Amplification of Polymorphic DNA ou RAPD) ont 

également été effectuées. Seule cette dernière technique a permis la mise en évidence de séquences 

d’intérêt. Malheureusement une analyse de la fréquence de ces séquences sur des échantillons de 

terrain n’a pas permis la mise en évidence d’un lien étiologique avec l’EEL. Pour la première 

séquence, la souche bactérienne porteuse a pu être isolée. Aucun signe clinique d’EEL n’a pu être 

reproduit dans une épreuve virulente sévère.  

Des échantillons de matières fécales, de sang sur EDTA et de sérum ont été récoltés lors 

d’une reproduction expérimentale d’EEL sur lapins sensibles. Une étude de l’évolution de la flore 

fécale de lapins inoculés et non inoculés au cours du temps a été réalisée grâce à des profils de 

DGGE. Malheureusement, aucune bande spécifique ni aucun motif de bande ne semble lié à la 

présence de la pathologie. Sept espèces bactériennes ont été détectées dans les prélèvements de 

sang réalisés deux jours après inoculation chez trois lapins malades. Ceci confirme l’hypothèse d’une 

bactériémie en phase précoce d’EEL. 

Enfin, six fractions ont été analysées par un pyroséquençage du gène 16SrDNA. Le but était de 

mettre en évidence un genre ou une espèce présents dans les fractions virulentes, moins nombreux 

dans la fraction peu virulente et absent de la fraction non virulente. La richesse et la diversité des 

échantillons est égale voire supérieur à celle d’échantillons de matière fécale humaine ou de sol. 

Comme il fallait s’y attendre, les genres identifiés par cette technique sont différents de ceux 

obtenus par culture, néanmoins aucun genre particulier ne semble lié aux échantillons virulents. La 

résolution de ce type d’analyse (souvent limitée au genre) semble insuffisante pour identifier l’agent 

directement ; néanmoins, un nombre plus élevé de séquences et d’échantillons pourrait permettre 

de réduire à un genre ou une famille la recherche de l’agent étiologique. 
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ABSTRACT 

Epizootic rabbit enteropathy (ERE) is a pathology of the digestive system inducing economic 

loss in rabbit husbandry throughout Europe. The aetiological agent is unknown at the present time 

but a reference inoculum (TEC4) reproduces the pathology. This inoculum contains an extremely rich 

bacterial flora. Several methods were used to reduce this bacterial flora while retaining virulence: 

centrifugation on discontinuous sucrose gradient, cellular adherence and treatment with 

chloroform/ethanol, antibiotics and an acid buffer. The flora of the obtained fractions were analyzed 

using traditional bacteriological techniques: identification of cultivable species, counting of colony 

forming units (CFU) and direct bacterioscopic exam after Gram coloration.  

Then, molecular biology was used to compare inocula, fractions and negative control. Three 

methods were used to find sequences present in virulent inocula and absent from non virulent 

inocula and negative controls. Twenty-two restriction enzymes were used to compare the 16SrDNA 

restriction profile (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis or ARDRA). Hypervariable regions 

V3 and V6 to V8 were studied by Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE). Finally, Random 

Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) was used on the inocula, fractions and negative controls. 

Only the RAPD allow the obtainment of sequences specific to virulent inoculum. Unfortunately, a 

study on field samples did not confirm the link between the sequences and ERE. For one of the two 

identified sequences, a bacterial strain carrier was isolated. The strain was inoculated into rabbits but 

no clinical signs of ERE were observed. 

Samples of stools, blood and serum were collected during an experimental ERE infection. The 

evolution of fecal bacterial flora was studied using DGGE to follow the evolution of flora over the 

course of the disease. Unfortunately, neither specific bands nor specific band patterns appeared to 

be linked to the disease. Seven bacterial species were detected in the blood samples of three 

inoculated rabbits at day two post inoculation, confirming the hypothesis that bacteriemia occurs 

early on ERE infection. 

Finally, six fractions were analysed by pyrosequencing of the 16SrDNA gene. The aim was to 

find one or several species present in the virulent inocula but absent or less numerous in the non-

virulent inocula and control. The richness and diversity of all the inocula is equal or superior to 

human feces. As expected, the flora identified by pyrosequencing was different from the cultivable 

flora. However, no genera or species was specifically linked to the virulent inocula. The resolution of 

this technique was inadequate to identify the aetiological agent of ERE. A higher number of samples 

and sequences could at best restrain the identification to one genus. 
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 INTRODUCTION 

I. HISTORIQUE DE L’ELEVAGE DE LAPIN 

Le lapin européen (Oryctolagus cuniculus), à l’inverse de nombreuses espèces d’animaux de 

rente, n’a été domestiqué que tardivement. Les premiers rapports de reproduction en captivité 

datent de la fin du Moyen-âge. Cependant, les gourmets de l’époque préférant le lapin sauvage ou 

de garenne au lapin d’élevage (Lebas, sans date), l’essor de l’élevage rationnel n’a réellement 

commencé qu’à la fin du 19ème siècle. Au siècle dernier, des sociétés d’élevage voient le jour et des 

races sont sélectionnées pour leur production de viande ou la qualité de leurs poils (Lebas et al., 

1997). En Belgique, plusieurs races locales sont créées telles que le Géant des Flandres, le Bleu de 

Beveren, le Blanc de Termonde,… (Fédération Nationale des Eleveurs d’Animaux de Basse-Cour, 

2009).  

Dès les années 1950, les petits élevages et les élevages familiaux ont tendance à disparaître 

majoritairement à cause de l’épidémie de myxomatose qui se propage partout en Europe (Fenner et 

Ratcliffe, 1965) mais aussi suite à la mise sur le marché de viande congelée. Les éleveurs 

professionnels sortent relativement indemnes de cette crise, essentiellement grâce à la vaccination 

efficace de leur cheptel (Lebas, sans date). Alors que l’industrialisation de l’élevage se développe vers 

la fin des années cinquante, les races locales sont remplacées par deux races importées des Etats-

Unis : le Néo-Zélandais et le Californien dont la conformation des pattes est plus adaptée au grillage 

des cages et dont la productivité est supérieure. Les progrès en management et en automatisation 

durant les années septante permettent aux éleveurs de gagner du temps pour le nettoyage et 

l’alimentation ainsi que pour s’occuper des animaux. Ils mettent en place le sevrage précoce(Lebas et 

al., 1997). A la même époque, un hybride néo-zélandais/californien, qui possède un meilleur indice 

de consommation et arrive plus rapidement à un poids d’abattage, est créé (Maj et al., 2009). Dans 

les années quatre-vingts, quelques grosses unités de productions (environ 500 femelles) voient le 

jour en Belgique (Filière avicole et cunicole wallonne, sans date). Leur gestion est facilitée par 

l’insémination artificielle, l’utilisation d’analogue de la gonadolibérine et la conduite en bandes. Cette 

conduite d’élevage a également permis l’égalisation des tailles des portées par adoption des 

nouveau-nés (Bolet, 1998). 

En 1997, vingt pays généraient plus de 80 % de la production mondiale (Lebas et al., 1997). 

L’Europe latine est le plus grand producteur et l’Italie est en première position avec une production 

de 300 000 tonnes. La Belgique était le douzième plus grand producteur avec 24 000 tonnes de 

carcasses par an (Lebas et al., 1997) grâce à environ 200 000 femelles reproductrices (Filière avicole 

et cunicole wallonne, sans date). En 2001, la FAO estimait la production mondiale de lapin à plus d’un 

million de tonnes par an (Anonyme, 2001). En 2006, la production de viande de lapin atteint 1,6 

millions de tonnes. Cet essor est essentiellement dû à une augmentation importante de la 

production chinoise qui compense la chute de production européenne (Braine, 2007). A cette 

période, l’Italie, par exemple, ne produit plus que 225 000 tonnes (Fortun-Lamothe et Gidenne, 

2008). La production interne n’étant pas suffisante pour la consommation (5ème mondiale), la 

Belgique importe de la viande de lapin. Les importations proviennent surtout de Hongrie et de Chine 

(respectivement 95 et 40 % de leur production étant destinée à l’exportation).  
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La production belge actuelle est, comme en France, répartie entre des élevages industriels et 

« artisanaux ». Ces derniers sont relativement difficiles à quantifier mais représentent une portion 

non négligeable de la production, un quart à un tiers en Belgique (Colin et Lebas, 1995). D’après la 

branche belge de la World Rabbit Association, la production belge a chuté à 150.000 lapins par an 

(environ 30 000 mères) en 2009 alors qu’elle était de 300.000 en 1999 (environ 60 000 mères). Par 

contre, en 2006, la production belge n’était constituée que d’environ 20 000 mères. Une légère 

croissance aurait donc repris depuis deux-trois ans (Jacquet, communication personnelle). En France, 

les statistiques des rassemblements d’éleveurs tels que la RENACEB et RENALAP montrent une 

diminution lente mais persistante sur une période de 10 ans (1997-2006) (Braine, 2003; Jentzer, 

2008) mais, depuis 2007, la production française a légèrement progressé malgré la hausse des prix 

des aliments (Jentzer, 2008). Malheureusement, les associations de producteurs craignent que leur 

marge bénéficiaire, en perpétuelle baisse, ne finisse par nuire à de nombreuses infrastructures 

(Jentzer, 2008). 

Malgré la légère augmentation du nombre d’animaux produits pendant ces deux dernières 

années, un déclin de la production cunicole et spécialement de la production vivrière est observé 

dans nos pays. Divers facteurs expliquent cette situation notamment, comme déjà indiqué ci-dessus, 

un important problème économique. En effet, la marge brute des exploitants diminue fortement 

(Jentzer, 2008). Dans ce cadre, l’apparition de l’entéropathie épizootique du lapin en 1997 a joué un 

rôle important suite aux mortalités et pertes de production en élevage. Cette pathologie a entraîné 

un manque à gagner ainsi qu’une augmentation des frais vétérinaire et de médicaments avec en 

corolaire une diminution de 14% des revenus des éleveurs (Dewree et al., 2003). D’autres 

explications à cette diminution pourraient être le développement de plus en plus important du lapin 

comme animal de compagnie (Brouyaux, 2006) ainsi que les préoccupations grandissantes 

concernant l’aspect éthique des élevages industriels d’animaux. Ce dernier aspect a déjà été pris en 

compte par certains éleveurs comme le montrent les 48 ateliers de productions de lapin d’agriculture 

biologique en France (Leroyer et Coulombel, 2009). En Belgique, un éleveur a produit durant 5 ans 

des lapins label engraissés sur paille (Jacquet et al., 2005). Cependant, une incidence sévère des 

infections digestives notamment par Eimeria spp est constatée dans ce type d’élevage (Morisse et 

al., 1999; Dal Bosco et al., 2002). Ces derniers ne semblent donc pas être une solution durable pour 

un renouveau de l’élevage de lapins. 

La consommation mondiale annuelle de viande de lapin était de 280g par personne en 1997. 

Une grande variation est remarquée en fonction des pays : de 30g par an et par personne au Japon à 

8,8kg par an et par personne à Malte. En France (et probablement la Belgique) la consommation était 

d’environ 2kg/an/habitant (Lebas et al., 1997). La viande de lapin est soumise à très peu d’interdits 

religieux mais, le lapin étant de plus en plus considéré comme un animal de compagnie, sa 

consommation n’est plus aussi appréciée que par le passé. Pourtant, la viande de lapin possède de 

nombreux atouts pour répondre à certaines préoccupations sociétales ou de santé publique : 

- Premièrement, dans la conjoncture alimentation-santé-obésité, il s’agit d’une viande maigre, 

avec un ratio « protéines sur énergie » élevé ce qui est intéressant dans un contexte de 

limitation des apports en énergie. De plus, les acides aminés essentiels y sont présents avec 

une bonne biodisponibilité. La teneur en cholestérol est l’une des plus basses parmi les 

viandes. Les omega3 sont présents de manière non négligeable dans la viande de lapin 

même si le rapport omega6/omega3 est fort variable d’un lapin à l’autre. Enfin, la viande de 
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lapin est pauvre en sodium mais riche en phosphore et autre minéraux (Combes et Dalle 

Zotte, 2005).  

- Deuxièmement, dans la prospective du développement durable, l’énergie consommée par la 

cuniculture est assez faible comparée à d’autres élevages notamment à l’aviculture (Aubert 

et al., 2009). Une lapine peut produire 80 à 120 kilos de lapins vifs par an, soit près de 3000 

pour cent de son propre poids en viande (FAO, 2001). Le régime alimentaire du lapin contient 

plus de 16 à 21% de lignocellulose qui sont non digestibles par l’homme dont plus de 5,5% de 

lignine qui est non digérée par la plupart des herbivores (Gidenne, 2003).Ces constatations 

poussent d’ailleurs les pays en voie de développement à stimuler l’installation d’élevages 

cunicoles le plus souvent familiaux (Raharjo, 2008; Samkol et Lukefahr, 2008), initiatives 

encouragées par la FAO (FAO, 2001). Dans nos pays, les capacités du lapin à digérer la 

lignocellulose permettent d’utiliser les sous-produits de fabrication de biocarburant dans 

leur ration avec en plus un impact positif sur le rapport omega6/omega3 (Molette et al., 

2009). 

Si le lapin est moins élevé pour sa viande, des élevages de lapins de compagnie se 

développent dans nos pays. Il y aurait en France environ 22.500 lapins nains reproducteurs 

(Fédération Française de Cuniculiculture, 2010). De nouvelles races apparaissent ainsi que de 

nouvelles robes pour les lapins nains (béliers nains, angoras nains et autres). Ces nouvelles 

caractéristiques sont sélectionnées par des éleveurs tout comme l’ont été les races viandeuses au 

siècle dernier (Fédération Française de Cuniculiculture, 2009; Fédération Nationale des Eleveurs 

d’Animaux de Basse-Cour, 2009).  

La consommation de viande de lapin, bien qu’en diminution, reste encore élevée dans les 

pays d’Europe latine. Cette prédominance est également retrouvée dans la recherche scientifique. En 

effet, la moitié des communications du 9ème Congrès Mondial de Cuniculture (Vérone - Italie –Juin 

2008) provenait d’équipes italiennes, françaises et espagnoles. A ce jour, les chercheurs, les 

groupements d’éleveurs et les vétérinaires de terrain continuent à défendre et améliorer un élevage 

écologiquement viable et une viande de bonne qualité.  

II. PATHOLOGIES DIGESTIVES DU LAPIN D’ELEVAGE 

En élevage industriel, les pathologies digestives représentent le principal motif de 

consultation vétérinaire comme le démontre une étude sur 11 ans (1998-2008) réalisée en France 

sur plus de 9000 autopsies (Sraka et Boucher, 2009). Une étude belge (de 1994 à 1998) démontre 

que les troubles digestifs représentent 32% des pathologies dans l’ensemble de la cuniculture belge 

et même 49% des pathologies des lapins de moins de 14 semaines (Marlier et al., 2003). Les troubles 

digestifs du lapin sont le plus souvent multifactoriels (Cerioli et Lavazza, 2006). Dans 18,5% des cas, 

plusieurs agents pathogènes primaires ou opportunistes sont retrouvés (Peeters et al., 1984). 

Certaines causes favorisantes ainsi que certains pathogènes primaires sont bien connus mais le 

développement d'une maladie est un déséquilibre entre la résistance de l'hôte, le pouvoir pathogène 

d'agents infectieux et l’environnement (Licois et Marlier, 2008). 

1.  NON INFECTIEUSES 

Des conditions défavorables d’élevage (mauvaises conditions de logement, bruits,…) peuvent 
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entraîner un état de stress chez le lapin pouvant être responsable de pathologies digestives (Marlier 

et al., 2003). En effet, une augmentation du taux d’adrénaline augmenterait la durée du transit dans 

le tractus digestif ce qui laisserait plus de temps aux différents agents pathogènes pour adhérer à la 

muqueuse ou se développer dans le tractus digestif(Marlier et al., 2003).  

D’autre part, l’alimentation en cuniculture joue un rôle essentiel dans la santé digestive des 

lapins (Gidenne et Garcia, 2006). L’eau doit être disponible à raison de 200mL par jour et par lapin et 

ne doit pas être d’un pH trop basique (Marlier et al., 2003). La ration doit être adaptée 

qualitativement et quantitativement en fonction du stade physiologique des animaux et en faisant 

attention aux transitions brutales. Brièvement, il convient d'apporter de 9,4 à 9,8 Méga Joules 

d'énergie digestible (MJED) par kg d'aliment à 90% de matière sèche et de 12 à 12,5g de protéine 

digestible/MJED. Durant l’engraissement, un aliment contenant une teneur en énergie digestible 

augmentée (9,8 à 10,3 MJED/kg d’aliment à 90 % de matière sèche) est utilisé avec une réduction des 

protéines digestibles à 11,5 ou 12 g/MJED (Gidenne, 2000). Les différents types de fibres (tableau 1) 

ont une grande importance dans la santé du tractus digestif du lapin, surtout les fibres faiblement 

digestibles (lignocellulose) (Gidenne, 2000; Bennegadi et al., 2003; Gidenne, 2003; Romero et al., 

2009). Les recommandations dans la matière sèche sont de 32 et 50% de fibres en général et de 16 à 

21% de lignocellulose dont plus de 5,5% de lignine (Gidenne, 2003). Le régime alimentaire influence 

la flore bactérienne résidente du tractus digestif et donc, dans une certaine mesure, la capacité à 

résister aux espèces pathogènes (Carabano et al., 2006; Gidenne et al., 2008). 

TABLEAU 1: PRESENTATION DES DIFFERENTS TYPES DE FIBRES AU SEIN DES GLUCIDES 

Amidon Pectines et mucilages Hémicellulose Cellulose Lignine 

Glucides 

 Fibres 

  Fibres insolubles (ou faiblement digestibles) = NDF (neutral detergent fibre)  

  NDF - ADF ADF (acide detergent fibre) = Lignocellulose 

 Fibres solubles (digestibles) = FD ADF - ADL ADL (Acid Detergent Lignin)  

 

Le sevrage est une période capitale pour la maitrise des pathologies digestives. En effet, il 

s’agit d’un changement de milieu combiné à un changement d’alimentation (Gidenne et Fortun-

Lamothe, 2002). Afin d’éviter l’utilisation d’antibiotiques au moment du sevrage, diverses solutions 

ont été développées comme par exemple, l’augmentation des fibres non digestibles dans la ration 

juste après le sevrage ainsi qu’une transition lente de l’alimentation à partir du nid (Gidenne et 

Fortun-Lamothe, 2002). Par contre, l’efficacité de l’utilisation de prébiotiques, probiotiques ou 

extraits végétaux n’a pas encore été démontrée pour l’amélioration de la santé digestive des lapins 

(Maertens et al., 2006).  

Enfin, le lapin est très sensible aux mycotoxines surtout les aflatoxines (produites pas les 

Aspergillus). Leur présence dans les aliments (fréquente en Asie mais plus rare dans nos pays) peut 

entrainer des troubles gastro-intestinaux mais également des ulcères et hémorragies de l’estomac, 

des prolapsus rectaux, une chute de l’immunité, des troubles nerveux, des tumeurs, des 

malformations chez les jeunes,… (Mezes et Balogh, 2009) 
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2.  VIRALES 

Des virus sont détectés chez environ 40% des lapins présentant une entérite, sans explication 

complémentaire des auteurs (Cerioli et Lavazza, 2006). Ils ne semblent cependant pas capables 

d’induire des pathologies graves dans les élevages et sont plutôt considérés comme peu pathogènes 

voire apathogènes. Ils ont pour la plupart la capacité de devenir endémiques. Le rôle des infections 

virales comme facteur favorisant d’autres pathologies digestives n’est pas encore bien défini (Lavazza 

et Capucci, 2008). L’hypothèse avancée par plusieurs auteurs est que ces infections endommagent la 

muqueuse intestinale, permettant l’attachement et la multiplication de bactéries pathogènes 

primaires ou opportunistes (Lavazza et Capucci, 2008). La prévalence des différentes familles de virus 

trouvées chez des lapins avec entérite est présentée au tableau 2. 

TABLEAU 2 : FAMILLES DE VIRUS DETECTEES PAR MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE 1997 A 2005 CHEZ DES LAPINS AVEC ENTERITE 

(N=515) 

 Négatif Rotavirus Parvovirus Coronavirus Entérovirus Adénovirus Calicivirus Réovirus 

Nbr 318 95 59 84 18 4 2 1 

% 60 18,6 11,5 18,1 4,1 0,7 0,6 0,3 

a. ROTAVIRUS 

Les rotavirus sont les virus les plus souvent détectés chez des lapins présentant des troubles 

digestifs (tableau 2) (Cerioli et Lavazza, 2006). Ces virus sont peu pathogènes mais une inoculation 

reproduit des épisodes de diarrhée (Thouless et al., 1988). La plupart des lapins adultes en sont 

porteurs asymptomatiques (Lavazza et Capucci, 2008), ce qui expliquerait la présence d’anticorps 

maternels chez les lapereaux jusqu’à l’âge de 30 à 45 jours(Cerioli et Lavazza, 2006; Lavazza et 

Capucci, 2008). Après cette période, selon la pression d’infection, des infections cliniques, avec des 

diarrhées suivies de constipations, ou subcliniques maintiennent la présence des virus dans les 

élevages. Les lésions macroscopiques retrouvées lors de rotavirose ne sont peu voire pas du tout 

décrites. Néanmoins, les diagnostics anatomopathologiques posés sur base de ces lésions sont des 

entérites et typhlites catarrhales, hémorragiques ou nécrotiques (Cerioli et Lavazza, 2006; Lavazza et 

Capucci, 2008). Ces épisodes cliniques apparaissent plus souvent en hiver lorsque la pression 

d’infection augmente et que la ventilation est diminuée (Marlier et al., 2003). Une synergie a été 

décrite expérimentalement entre les rotavirus et Escherichia coli (Thouless et al., 1996).  

b. CORONAVIRUS 

Le coronavirus du lapin (RbCV) n’est pas encore classé au sein de la famille des Coronaviridae 

(Lavazza et Capucci, 2008). Deux formes cliniques sont décrites en élevage : systémique ou 

entérique. La forme systémique entraîne fièvre, anorexie, leucocytose, lymphopénie, anémie, 

hypergammaglobulinémie et, très souvent, la mort. Les lésions retrouvées à l’autopsie sont 

essentiellement localisées au myocarde et à la plèvre. La forme entérique, quant à elle, se caractérise 

par des signes semblables au coronavirus des autres espèces (Cerioli et Lavazza, 2006; Lavazza et 

Capucci, 2008). Le virus se multiplie au sommet des villosités et entraîne des diarrhées dans 14% des 

cas lors d’inoculation (Descoteaux et Lussier, 1990). Le RbCV est souvent présent conjointement à 

des rotavirus dans le tractus digestif de lapins d’élevage. Son rôle en tant que pathogène primaire est 

donc difficile à établir lors de pathologies digestives en élevage mais, face à la séroprévalence de ce 

virus (100% des exploitations et 3 à 40% des animaux), la possibilité d’infections subcliniques et un 
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rôle en tant que pathogène opportuniste sont fort probables(Descoteaux et Lussier, 1990; Cerioli et 

Lavazza, 2006). 

c. AUTRES VIRUS 

Parmi les autres familles de virus présents dans le tractus digestif du lapin, le parvovirus est à 

signaler (Metcalf et al., 1989). Des signes de léthargie et dysorexie sont décrits lors d’inoculation 

(Matsunaga et Chino, 1981) mais la présence de parvovirose clinique dans les élevages n’est pas 

établie (Cerioli et Lavazza, 2006). En plus des autres virus isolés dans l’étude de Cerioli et Lavazza 

(Entérovirus, Adénovirus, Calicivirus et Réovirus) et dont l’isolation semble anecdotique, il faut 

ajouter les picobirnavirus détectés par Lubert et collaborateurs (1995) chez 10% des lapins mais sans 

aucun signe clinique associé. 

En conclusion, le rôle des infections virales dans l’étiologie des pathologies digestives chez les 

lapins est encore peu connu mais ils pourraient jouer un rôle important en tant que facteurs 

favorisant les infections bactériennes. 

3.  BACTÉRIENNES 

La flore digestive du lapin est essentiellement constituée de bactéries Gram positives 

anaérobies (Monteils et al., 2008). Elles jouent un rôle essentiel dans la digestion microbienne 

caecale. L’équilibre de cette flore peut être rompu, entrainant des diarrhées, par les facteurs décrits 

plus haut à savoir l’alimentation, les traitements aux antibiotiques (Abecia et al., 2007) et sans doute 

le stress et les virus entériques. En plus des déséquilibres de la flore digestive (dysbactériose), 

certaines espèces bactériennes sont considérées comme des agents pathogènes primaires. 

a. ESCHERICHIA COLI 

Escherichia coli est l’espèce la plus souvent identifiée lors de pathologies digestives (Sraka et 

Boucher, 2009). Pourtant, la flore digestive du lapin est pauvre en colibacilles, 10² à 105 d’unités 

formant colonie (UFC) par gramme (Marlier et al., 2003; Licois et Marlier, 2008) alors que celle des 

ruminants par exemple en compte entre 106 et 108(Callaway et al., 2009). Les souches d’Escherichia 

coli sont classées en fonction de leur sérovar (antigène O et H) ainsi que leur pathovar (EHEC, EPEC, 

ETEC,…) (Boullier et Milon, 2006). Les E. coli pathogènes du lapin connus à ce jour appartiennent 

uniquement au pathovar EPEC (Pohl et al., 1993; Licois, 2004) même si de nombreux sérovars sont 

présents. Un même sérovar peut être hautement pathogène ou pathogène opportuniste. Des tests 

de fermentation de différents sucres (donnant un biotype) peuvent être réalisés pour identifier les 

souches pathogènes et la mobilité de la souche est également une caractéristique pour classer les E. 

coli entéropathogènes du lapin (Peeters et al., 1988; Pohl et al., 1993).  

Dans les élevages, les lapins adultes sont porteurs asymptomatiques des différentes souches 

(Boullier et Milon, 2006) et constituent le réservoir de l’infection. Certaines souches sont 

essentiellement pathogènes pour les lapereaux sous la mère (même avant l’âge de 15 jours) comme 

par exemple des souches O109:H2:K- qui peuvent entraîner jusqu’à 100% de mortalité (Boullier et 

Milon, 2006). D’autres souches sont pathogènes pour les lapins à l’engraissement telles que O15:H- 

en Belgique et Hollande ou O103:H2:K- rhamnose négatif en France, Italie et Espagne (Licois et 

Marlier, 2008). Les colibacilloses (infection intestinale par des souches pathogènes) entrainent des 

diarrhées et la mort. Les lésions observées lors des autopsies sont un contenu intestinal liquide ou 
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hémorragique, des parois intestinales d’épaisseur diminuée avec des zones d’hémorragie et une 

muqueuse congestive (Boullier et Milon, 2006). D’autre part, comme signalé plus haut, des diarrhées 

et entérites sont également décrites lors de colidysbactériose c'est-à-dire lors d’une augmentation 

de la flore colibacillaire à 108 – 109UFC/g en absence de souche pathogène (Licois et Marlier, 2008). 

b. CLOSTRIDIUM SPIROFORME 

Clostridium spiroforme est présent de manière physiologique dans le caecum des lapins sains. 

Certains antibiotiques ou un déséquilibre alimentaire favorisent le développement de cette espèce et 

la production de sa toxine iota-like (Licois et Marlier, 2008). Cette dernière cause une destruction et 

desquamation des cellules épithéliales et entraine une typhlite hémorragique avec un contenu caecal 

fortement liquide(Marlier et al., 2003; Licois et Marlier, 2008). Plus de 90% des souches de 

Clostridium spiroforme seraient toxinogènes (Peeters et al., 1986; Drigo et al., 2008). Clostridium 

spiroforme est identifié comme cause primaire de diarrhée dans 10% des cas (Boucher et Nouaille, 

2002).  

c. CLOSTRIDIUM PILIFORME 

Clostridium piliforme est l’agent de la maladie de Tyzzer qui est décrite chez le lapin (Licois, 

1986) et de nombreuses espèces comme par exemple le poulain (Durham, 2008), l’agneau (Scholes 

et Edwards, 2009) ou les rongeurs (Riley et Franklin, 1997) mais également le panda roux (Langan et 

al., 2000) ou les tamarins (Sasseville et al., 2007). En cuniculture, les épisodes de Tyzzer sont rares 

mais peuvent être économiquement préoccupants (Le Normand et al., 2005; Licois et Marlier, 2008). 

Deux formes de la maladie sont décrites : chronique et aiguë. La forme chronique se traduit par des 

pertes de poids et un mauvais état général tandis que la forme aiguë se traduit par des diarrhées 

(principalement lors du sevrage), une typhlite aiguë pseudomembraneuse avec un œdème de la 

paroi ainsi que par des foyers nécrotiques dans le foie et parfois dans le myocarde (Marlier et al., 

2003). 

d. AUTRES BACTÉRIES 

Clostridium perfringens est souvent identifié lors d’épisodes d’entéropathie épizootique du 

lapin (EEL) mais ne semble pas être l’agent étiologique de cette pathologie. En revanche, il joue 

certainement un rôle de compliquant dans la dysbactériose liée à l’EEL (Dewree et al., 2003; Marlier 

et al., 2006). 

Enfin, d’autres espèces peuvent être rencontrées lors de pathologies digestives : Klebsiella 

pneumoniae, Pasteurella multocida, Yersinia enterocolitica, Lawsonia intracellularis, Haemophilus 

paracuniculus et Salmonella enterica (Marlier et al., 2003; Sraka et Boucher, 2009). Cette dernière 

espèce n’était que peu voire pas isolée de lapins jusqu’à ces dernière années. Elle représentait en 

2008, 1,3% des espèces bactériennes isolées lors de pathologies digestives dans un centre de 

référence français (Sraka et Boucher, 2009). Néanmoins, le rôle pathogène de Salmonella enterica 

reste controversé et n’a à ce jour pas été démontré.  
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4.  PARASITAIRES 

a. EIMERIA SP. 

Parmi les différents parasites intestinaux, les plus répandus en élevage cunicole sont les 

Eimeria, parasites responsables de la coccidiose (Licois et Marlier, 2008). Il existe 10 espèces 

d’Eimeria à tropisme digestif spécifiques au lapin. Elles sont classées en quatre catégories : les 

apathogènes (E. coecicola), les légèrement pathogènes (E. perforans, E. vedjovskyi et E. exigua), les 

pathogènes (E. irresidua, E. magna, E. media et E. piriformis) et les hautement pathogènes (E. 

flavescens et E. intestinalis) (Lebas et al., 1997). Chaque espèce a un tropisme particulier pour une 

zone de l’intestin (Marlier et al., 2003). Les signes de coccidioses sont essentiellement des diarrhées 

tandis que les lésions sont un aspect segmenté des anses intestinales avec congestion et de l’œdème 

de la paroi (Licois et Marlier, 2008). En plus de ces espèces à tropisme intestinal, il faut ajouter E. 

stiedae, une espèce à tropisme hépatique qui cause surtout des pertes économique lors de saisies 

des foies infectés à l’abattoir(Lebas et al., 1997). 

b. AUTRES PARASITES 

La levure Cyniclomyces guttulatus (ou Saccharomycopsis guttulatus) appartient à la flore 

intestinale physiologique du lapin (James et al., 1998). Néanmoins, son développement excessif dû à 

des traitements antibiotiques par exemple pourrait induire des diarrhées (Hage, 1952; Hersey-

Benner, 2008). 

D’autres parasites du tractus digestif peuvent être isolés (Cryptosporidium spp, Lamblia 

intestinalis, Passalarus ambiguus, Trichostrongylus retortaeformis, Trichostrongylus axei et 

Graphidium strigosum) mais ne sont pas considérés comme pathogènes primaires. De plus, ils sont 

anecdotiques ou n’induisent pas de diarrhée dans les élevages respectant les règles d’hygiène de 

base (Marlier et al., 2003). 

5.  D’ORIGINE INCONNUE 

L’entérite mucoïde ou entéropathie mucoïde (EM) est décrite depuis 1929 (van Kruiningen et 

Williams, 1972). Cette pathologie se traduit par une stase caecale et une production importante de 

mucus dans le caecum et le colon essentiellement chez les lapins de 7 à 10 semaines. Les mortalités 

peuvent être importantes (Marlier et al., 2003). L’agent ou les agents responsables n’ont pas été 

clairement identifié (s) mais l’EM est reproduite par ligature du caecum (Toofanian et Targowski, 

1983). L’aflatoxine B1 serait un facteur favorisant (Mogollon G et al., 1981) mais n’est pas 

indispensable au développement de la pathologie (McLeod et Katz, 1986). L’injection préventive 

d’antibiotique pendant une reproduction expérimentale diminue les signes cliniques et les mortalités 

(Toofanian et Targowski, 1983). Différents agents ont été détectés lors d’EM (Clostridium 

perfringens, Clostridium chauvoei, Escherichia coli et Proteus mirabilis) mais leur inoculation n’a 

jamais permis de reproduire la pathologie (McLeod et Katz, 1986). L’EM a été décrite de manière 

sporadique en Amérique (Marlier et al., 2003), en Inde (Rai et Ahlawat, 1993), au Kenya (Njiro et al., 

1988), en Italie (Marcato et Sja'Ban, 1967), en Hongrie (Vetesi et Kutas, 1974) et en Angleterre (Pout, 

1971).L’absence de dilatation de l’estomac permet de différencier l’EM de l’EEL (Marlier et al., 2003). 

Cette dernière est la seconde pathologie digestive d’origine inconnue en cuniculture.  
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III. L’ENTEROPATHIE EPIZOOTIQUE DU LAPIN 

1.  APPARITION DE LA PATHOLOGIE 

Au début de l’année 1997, une nouvelle pathologie est apparue dans les élevages français 

(Duval, 1998) et espagnols (Guitan et al., 2000) avant de s’étendre de manière épizootique dans 

toute la France (Duval, 1998) ainsi qu’en Belgique (Marlier et Vindevogel, 1998). Les signes retenus 

pour l’étude de l’évolution de l’épizootie sont : ballonnements précédés d'une sous-consommation 

alimentaire, contenu cæcal liquide, diarrhée d'intensité variable et mortalité brutale(Duval, 1998). 

Les premières exploitations touchées ayant été livrées par la même firme d’aliments, une 

intoxication ou un déséquilibre alimentaire ont été retenus comme premières hypothèses 

étiologiques avant d’être réfutés rapidement (Lebas, 1998). L’aliment pourrait cependant avoir eu un 

rôle de vecteur de la pathologie dans l’épidémie (Lebas, 1998). Face au développement épizootique 

du syndrome, les acteurs de la filière suspectent alors une étiologie infectieuse, confirmée par la 

reproduction de la maladie par diverses inoculations (Le Gall et al., 1998; Licois, 1998). L’hypothèse 

virale est celle retenue durant les premières années de recherche sur base des aspects 

épidémiologiques de l’EEL (Licois, 1998). Le nom d’entérocolite épizootique du lapin est erronément 

donné en premier à la pathologie (Lebas, 1998) mais plus tard le nom d’entéropathie épizootique du 

lapin est retenu pour insister sur la caractéristique lésionnelle majeure de l’EEL, à savoir l’absence de 

lésions inflammatoires lorsqu’aucun compliquant secondaire n’est présent (Licois et Coudert, 2001). 

Les termes « entérocolite » ou « entérocolite mucoïde » ont aussi été employés à tort pour décrire 

des cas d’EEL (Guitan et al., 2000; Jones et Duff, 2001).  

2.  SIGNES CLINIQUES ET LÉSIONS 

L’EEL touche essentiellement les animaux d’élevage entre la 6ème et 14ème semaine (Licois et 

al., 2005; Marlier et al., 2006). Elle peut également affecter les adultes (Licois et al., 2000) ou les 

lapereaux à partir de 12 jours (Boisot et al., 2005). Contrairement aux autres pathologies du lapin, les 

animaux sauvages en milieu naturel ne semblent pas souffrir d’EEL, bien que des exploitations de 

lapins sauvages aient été touchées (Licois et al., 2000). Des élevages d’animaux exempts 

d’organismes pathogènes spécifiques (EOPS) ont également été infectés par l’EEL (Vandekerchove et 

al., 2001). Les signes cliniques sont peu spécifiques : diminution de la consommation d’eau et de 

nourriture, ballonnement et parfois faible diarrhée ou émission de mucus (Licois et al., 2006). Les 

lésions sont assez caractéristiques : dilatation du tractus digestif y compris de l’estomac sans aucun 

signe inflammatoire (Licois et al., 2005; Licois et al., 2006; Marlier et al., 2006). D’autres lésions ont 

été décrites de manière variable : impaction caecale ou contenu caecal liquide et gazeux (Licois et al., 

2006) et présence de mucus dans le tractus antérieur et/ou postérieur (Licois et al., 2000). Des 

pneumonies ont été associées à l’EEL (Le Gall et al., 1998; Licois et al., 2000) mais ne semblent au 

final pas être liées à la pathologie (Licois et al., 2006). Les taux de mortalité renseignés en début 

d’épidémie étaient très élevés (jusque 80%) (Duval, 1998) mais ils ont fortement diminué 

aujourd’hui. Néanmoins, un effet synergique entre l (es) agent (s) étiologiques de l’entéropathie 

épizootique et d’autres pathogènes digestifs comme Eimeria spp. (Coudert et al., 2000; Coudert, 

2003) ou les E. coli entéropathogènes (Barral et al., 2000) peut toujours se traduire par de sévères 

mortalités. 
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3.  REPRODUCTION EXPÉRIMENTALE 

Rapidement après l’apparition de l’EEL, des reproductions expérimentales de la maladie ont 

pu être obtenues mais sans grande répétabilité ni reproductibilité (Le Gall et al., 1998; Licois, 1998; 

Licois et al., 1998). Différents inoculums ont été utilisés : des aliments contaminés, des contenus 

intestinaux de lapins malades, des broyats de différents organes, des filtrats de contenus digestifs et 

du sang d’animaux malades (Le Gall et al., 1998; Licois, 1998). Seuls les aliments contaminés et le 

contenu digestif ont permis de reproduire la pathologie. Des immunosuppresseurs ont été utilisés 

avec succès pour obtenir des mortalités plus élevées (Licois et al., 1998). En effet, les reproductions 

sur lapins EOPS n’induisent pas des taux de mortalité aussi élevés que ceux observés sur le terrain 

(Licois et al., 1998; Licois et al., 2005). Cette utilisation d’immunosuppresseurs pour favoriser 

l’intensité de signes cliniques et augmenter les taux de mortalité lors des reproductions 

expérimentales ne s’est pas généralisée par la suite. En effet, outre la lourdeur des protocoles 

expérimentaux globaux, il a été rapidement démontré que l’étude cinétique de l’évolution des gains 

quotidiens moyens (GQM) avec une chute caractéristique des GQM associée à l’identification de 

lésions typiques d’EEL (dilatation du tractus digestif antérieur sans signe d’inflammation) sur des 

animaux morts spontanément ou sacrifiés durant l’expérience étaient des signes cliniques suffisants 

pour confirmer la bonne reproduction expérimentale de l’EEL (Licois et al., 2005).  

Suite aux difficultés rencontrées durant les inoculations expérimentales (évaluation de la 

dose infectante, mortalités variables,…), un inoculum de référence a été développé. Ce premier 

inoculum dénommé TEC1, était composé de contenus caecaux de lapins malades inoculés avec un 

échantillon de terrain appelé TEC car fourni par la firme d’alimentation TECHNA (Licois et Coudert, 

2001). Le TEC1 a permis d’obtenir les générations suivantes d’inoculum de référence à savoir TEC2 

(Licois et Coudert, 2001), TEC3 (Licois et al., 2003; Coudert et Licois, 2005) et TEC4 (Licois et Coudert, 

2005). Grâce à ces inoculums, non seulement les signes cliniques d’EEL sont reproduits mais 

l’évolution des gains quotidiens moyens, la morbidité et la mortalité sont reproduites de façon 

répétable(Licois et Coudert, 2001; Licois et al., 2005).Le signe clinique le plus fiable lors de 

reproduction de l’EEL sur des lapins EOPS inoculés avec un TEC est une chute de GQM dès le second 

jour après inoculation et se maintenant jusqu’au septième jour. Les morbidités et mortalités 

généralement observées sont respectivement de 90 à 100% et de 20 à 50% (Licois et al., 2005). En 

terme de composition, les inoculums TEC sont exempts d’organisme pathogènes spécifiques (Eimeria 

spp., Passalurus ambiguus, Pasteurella multocida, Clostridium spiroforme et Escherichia coli EPEC des 

sérogroupes O2, O15, O26, O49, O85, O103, O109, O128 et O132) et ne contiennent pas 

d’Escherichia coli(Licois et Coudert, 2001; Licois et al., 2005). 

Plusieurs études ont été réalisées grâce aux générations successives d’inoculums TEC. Ces 

travaux ont porté sur l’étiologie de l’EEL (Marlier et al., 2003; Coudert et Licois, 2005; Persillon et al., 

2005; Marlier et al., 2006; Licois, 2007), les traitements (Boisot et al., 2003) ou la contagion (Boisot et 

al., 2005). Plus tard, le TEC3 a été fractionné grâce à une centrifugation sur gradient discontinu de 

sucrose donnant sept fractions dont les plus denses (30%, 40% ; 50% et culot) contiennent l’agent ou 

les agents en quantité suffisante pour reproduire l’EEL (Szalo et al., 2007). D’autres inoculums, moins 

virulents, ont été créés à partir d’échantillons de terrain belges et hollandais (Licois et al., 2003; 

Marlier et al., 2006). 
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4.  TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE 

Les exploitations n’utilisant aucun traitement antibiotique enregistrent des mortalités 

d’environ 30% lorsque l’EEL s’exprime cliniquement dans la ferme (Macchioni et al., 2000). 

L’antibiotique avec lequel les résultats thérapeutiques cliniques les plus probants ont été obtenus est 

la bacitracine-Zn par voie orale dans l’eau de boisson (Boisot et al., 2004; Maertens et al., 2005) ou 

dans l’aliment (Richard et al., 2000; Duperray et al., 2003). Une administration préventive de 

bacitracine semble aussi efficace qu’un traitement curatif de 14 jours (Boisot et al., 2004). D’autres 

antibiotiques ont également été efficaces notamment l’administration par voie orale de tylosine, 

seule ou en association avec l’apramycine (Bostvironnois et Morel Saives, 2003). L’administration par 

voie orale de cette dernière molécule semble également limiter les mortalités lors d’EEL.(Badiola et 

al., 2000). La tiamuline a également été utilisée avec ou sans immunostimulant (Macrogard®) pour 

réduire significativement la mortalité (Coudert et al., 2000). 

Quel que soit le traitement administré, dans la plupart des cas, les mortalités reprennent une 

semaine après l’arrêt du traitement (Coudert et al., 2000). D’autres solutions préventives et 

thérapeutiques, basées notamment sur des modifications de la composition de l’aliment, ont été 

recherchées pour lutter contre l’EEL. Par exemple, une restriction alimentaire atteignant au moins 

20% de la consommation ad libitum permet de réduire sensiblement la mortalité et la morbidité lors 

d’une reproduction expérimentale d’EEL(Boisot et al., 2003). Par contre, une tentative 

d’augmentation des NDF (fibres faiblement digestibles) ne semble pas réduire significativement la 

mortalité (Romero et al., 2009). Un effet positif sur les mortalités en cas d’EEL a été observé avec un 

supplément de L-glutamine mais aucun effet n’a été observé avec un supplément en L-arginine 

(Chamorro et al., 2007). Enfin, des résultats mitigés ont été obtenus par Maertens et Struklec (2006) 

concernant l’adjonction de tanins dans la ration pour diminuer les mortalités liées à l’EEL. 

L’identification des facteurs de risques d’expression aiguë d’EEL en élevage a été réalisée sur 

base de différentes enquêtes épidémiologiques rétrospectives (Jacquinet et al., 2001; Larour et al., 

2004; Bouquin et al., 2009). L’EEL est plus fréquente dans les élevages au sein desquels un transport 

des lapereaux au sevrage est effectué, un sevrage à plus de 35 jours a lieu, un mélange des portées 

est réalisé, les taux de mortalité au nid sont élevés, la technique de gestion par bande unique n’est 

pas utilisée et, globalement, ceux dont les mesures de biosécurité sont défaillantes. A contrario, une 

densité faible, un aliment adapté aux besoins des lapereaux en maternité et un rationnement 

alimentaire en engraissement contribuent à limiter l’expression de l’EEL (Jacquinet et al., 2001; 

Larour et al., 2004; Bouquin et al., 2009). Ces différents facteurs de risques ont été rapidement 

maitrisés par de nombreux éleveurs et les mortalités les plus sévères liées à l’EEL étaient contrôlées 

environ 2 ans après le début de l’épidémie en France (Licois et al., 2000). 

5.  ETIOLOGIE 

La première hypothèse étiologique retenue était un agent viral. Les arguments avancés 

étaient l’évolution rapide de l’épidémie, l’absence d’effet curatif à long terme des traitements 

antibiotiques et l’absence de lésions inflammatoires généralement systématiques lors d’infection 

bactérienne chez le lapin (Licois, 1998; Licois et al., 2006). Une fois le premier inoculum de référence 

mis au point, des inoculations de filtrat (0,2µm) ont été réalisés sans succès pour démontrer la cause 

virale (Licois, 1998). La présence de virus a été recherchée dans le TEC et des prélèvements de 

terrains par microscopie (Vandekerchove et al., 2001), PCR (Ceré et al., 2000; Licois et al., 2005) et 
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ELISA commerciaux (Marlier et al., 2003; Marlier et al., 2006; Szalo et al., 2007). D’après ces 

différentes études, seuls des rotavirus sont présents dans les différents TEC (Licois et al., 2005; Szalo 

et al., 2007) et dans les prélèvements de terrain (Ceré et al., 2000; Vandekerchove et al., 2001; 

Marlier et al., 2003; Marlier et al., 2006). Bien que des rotavirus soient présents dans les TEC, ils ne 

sont pas présents dans les fractions obtenues par Szalo et al. (2007) qui reproduisent l’EEL. De plus, 

des tentatives d’inoculation avec des rotavirus isolés sur le terrain n’ont pas permis de reproduire la 

pathologie (Licois et al., 2006). L’hypothèse virale a donc été abandonnée par la plupart des équipes 

de recherche. 

La seconde hypothèse, qui est toujours d’actualité aujourd’hui, est une étiologie bactérienne 

(Licois et al., 2006; Marlier et al., 2006; Szalo et al., 2007). Des souches d’E. coli sont régulièrement 

identifiées lors d’EEL clinique (Barral et al., 2000) mais ne jouent aucun rôle dans l’étiologie de la 

pathologie. En effet, aucun biotype ou sérovar ne prédomine dans les souches isolées et aucun cas 

clinique ne présente de coli(dys)bactériose (Marlier et al., 2006). De plus, les TEC qui reproduisent 

l’EEL ne contiennent pas d’E. coli (Licois et Coudert, 2001; Licois et al., 2005). De même, Clostridium 

spiroforme n’a jamais été détecté dans les TEC (Licois et al., 2006). Par contre, Clostridium 

perfringens est régulièrement isolé aussi bien des TEC (Licois et al., 2003; Marlier et al., 2003) que 

des prélèvements de terrain (Dewree et al., 2003; Le Normand et al., 2003). De plus, une similitude 

existe entre les signes d’entérotoxémie et d’EEL (Licois et al., 2006) et une population caecale riche 

en Clostridium perfringens semble être un indicateur d’EEL (Romero et al., 2009). De nouveau, cette 

espèce bactérienne n’est pas retrouvée dans tous les cas d’EEL. De plus, aucune des inoculations 

réalisées à partir de Clostridium perfringens n’a permis la reproduction des signes cliniques d’EEL 

(Barral et al., 2000; Dewree et al., 2003; Le Normand et al., 2003; Marlier et al., 2003; Marlier et al., 

2006). La présence d’impaction caecale lors d’EEL semble cependant liée à la présence de Clostridium 

perfringens toxinotype αβ2 tandis qu’un contenu liquide du caecum lors d’EEL est lié au Clostridium 

perfringens toxinotype α (Le Normand et al., 2003). Aucune inoculation réalisée à base de souches 

bactériennes pures ou en mélange, cultivées à partir des TEC ou d’échantillons de terrain n’a permis 

la reproduction de signes d’EEL (Licois et al., 2003; Marlier et al., 2006). L’agent résiste à plusieurs 

congélations et décongélations à -20°C, au traitement chloroforme/éthanol mais est sensible à un 

traitement à 80°C (Licois et al., 2006). Sur base des résultats obtenus par Szalo et al.(2007), il est très 

probable qu’il s’agisse d’une bactérie bacillaire. 

D’autres études ont été réalisées sur la présence de phages dans TEC3 mais sans résultats 

(Persillon et al., 2005). De plus, des tentatives de reproduction de l’EEL grâce à des phages isolés sur 

le terrain n’ont pas non plus donné de résultats (Licois et al., 2006). A ce jour, aucune étude n’a porté 

sur un rôle éventuel d’éléments génétiques mobiles (plasmide, transposon) transportant les gènes de 

virulences entre espèces bactériennes présentes dans les TEC ou lors de cas d’EEL sur le terrain. 

6.  PHASE PRÉCOCE ET TOXINE 

Une phase précoce suraigüe a été mise en évidence lors de reproduction expérimentale. 

Cette phase précoce se traduit chez des lapins EOPS par une chute brutale de croissance pondérale 

dès la 24ème heure après l’inoculation de TEC (Coudert et Licois, 2005; Coudert et Licois, 2005). Elle 

est reproduite par inoculation orale du filtrat de TEC3 obtenu après passage au travers d’un filtre à 

0,45µm (Marlier et al., 2003) ; de TEC3 chauffé 10min à 45°C (Marlier et al., 2003; Coudert et Licois, 

2005) ; de surnageant de centrifugation du TEC3 sur gradient de sucrose (Szalo et al., 2007) et de 
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surnageant d’une centrifugation de 2h à 8000g du TEC4 (Licois, 2007). L’injection intraveineuse de ce 

dernier surnageant permet également de reproduire une chute du GQM (Licois, 2007). Une protéine 

de 75kDa présente dans ce surnageant est spécifique au TEC mais l’injection des protéines 

supérieures à 3kDa du surnageant n’entraine pas de chute de GQM (Licois, communication 

personnelle). Comme suspecté depuis plusieurs années, une toxine joue un rôle dans l’étiopathologie 

de l’EEL (Marlier et al., 2003; Marlier et al., 2006; Licois, 2007; Szalo et al., 2007). Cependant, la 

toxine seule ne reproduit pas les signes cliniques et lésions de l’EEL, même en inoculations 

quotidiennes répétées (Licois, communication personnelle). A l’inverse, l’administration conjointe de 

filtrat de TEC3 obtenu après passage au travers d’un filtre à 0,45µm et du retentât obtenu lors de 

cette filtration permet une reproduction totale de l’EEL, l’administration du retentât seul ayant pour 

effet de limiter la phase précoce de la maladie (Marlier et al., 2003)  

7.  AUTRES RECHERCHES 

Des analyses histologiques ont été réalisées par microscopie photonique sur des 

prélèvements de tractus digestif d’animaux de terrain morts d’EEL (Jobert et al., 2001) et d’animaux 

EOPS infectés (Marlier et al., 2003; Licois et al., 2005; Xylouri et al., 2008). Des lésions ont été 

identifiées de manière irrégulière et peu spécifique : infiltration de la lamina propria du tractus 

intestinal par des leucocytes, éosinophiles et/ou des monocytes ainsi que des atrophies et fusions 

des villosités. Les analyses par microscopie électronique (à balayage et en transmission) sur des 

prélèvements de tractus digestifs d’animaux EOPS infectés ont mis en évidence une production 

importante de mucus, ainsi que la présence de nombreuses bactéries adhérentes à la muqueuse 

intestinale, intercellulaires et certaines intracellulaires (Dewrée et al., 2007). 

Des changements peu spécifiques des paramètres sanguins durant des reproductions 

expérimentales d’EEL ont été mis en évidence : augmentation des leucocytes totaux, essentiellement 

des neutrophiles et diminution des lymphocytes et des globules rouges. Ces modifications peuvent 

correspondre à une infection bactérienne primaire ou secondaire à la présence de l’EEL (Jobert et al., 

2001; Marlier et al., 2003; Dewrée et al., 2007; Xylouri et al., 2008). 

Une immunisation après infection a été décrite par Boisot (2005), de même qu’une 

transmission d’immunité de la mère aux jeunes. Les lapereaux semblent être immunisés durant les 

deux premières semaines post sevrage, peu importe l’âge auquel celui-ci a lieu (Macchioni et al., 

2000). 

Rochambeau et al. (2006) ont démontré une corrélation entre les animaux résistant à l’EEL et 

leur origine génétique. Bien que ce lien statistique ait été confirmé par Garreau et al.(2006), 

l’héritabilité de cette résistance semble très faible.  

8.  EVOLUTION DE L’ÉPIDÉMIE 

En plus de la France et de l’Espagne qui ont été les premiers pays touchés (Duval, 1998; 

Guitan et al., 2000), l’épidémie d’EEL est présente actuellement dans quelques pays d’Europe : 

Belgique (Marlier et Vindevogel, 1998), Angleterre (Jones et Duff, 2001), Pays-Bas (Marlier et al., 

2003), Grèce (Xylouri et Fragkiadakis, 2006), Italie, Portugal et Hongrie (Licois et al., 2006). De plus, 

l’épidémie semble toucher d’autres continents comme l’ Afrique du Nord (Licois et al., 2006), et 

peut-être le Mexique (Rodriguez-De Lara et al., 2008). 
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Au pic de l’épidémie, 95% des exploitations étaient touchées en France (Duval, 1998; Licois et 

al., 2006). L’EEL est toujours présente en France mais les mortalités sont contrôlées depuis 1999 

(figure 1) (Licois et al., 2000). Aux Pays-Bas, certains élevages touchés actuellement par l’EEL 

enregistrent des taux de mortalité compromettant l’équilibre économique de l’exploitation (Marlier, 

communication personnelle). Neuf exploitations belges sur dix seraient encore touchées par l’EEL 

aujourd’hui mais les mortalités seraient surtout liées aux infections bactériennes ou parasitaires 

secondaires (De Hertefelt, communication personnelle). Entre janvier 2008 et décembre 2009, 176 

autopsies ont été réalisées à la Clinique Aviaire, des Rongeurs et des Lagomorphes sur des lapins 

d’élevage (belges et hollandais). La majorité (122) était présentée pour troubles digestifs. Quarante-

six lapins (26%) présentaient des signes d’entéropathie épizootique (données non publiées) 

démontrant une prévalence importante de l’EEL dans les élevages belges et hollandais.  

FIGURE 1: EVOLUTION DES TAUX DE MORTALITE POST SEVRAGE EN FRANCE DE 1984 A 2004 

 
(Maertens, 2008) 
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IV. L’ANALYSE DES POPULATIONS BACTERIENNES COMPLEXES PAR DES 

TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 

1.  POURQUOI LA BIOLOGIE MOLÉCULAIRE ? 

Après 10 ans de recherche sur l’entéropathie épizootique du lapin, l’hypothèse étiologique la 

plus probable est celle d’un ou plusieurs agents bactériens. Malheureusement, les techniques de 

bactériologie classique n’ont pas permis d’identifier ces souches (Licois et al., 2005; Marlier et al., 

2006; Licois, 2007; Szalo et al., 2007). D’autres approches devaient donc être envisagées. 

Seulement 20 à 40% des espèces présentes dans le tractus digestif sont identifiables par des 

méthodes traditionnelles (Macfarlane et Macfarlane, 2004; Suchodolski et al., 2004). L’agent ou les 

agents responsables de l’EEL sont très certainement non cultivables tout comme par exemple 

Treponema pallidum ou Mycobacterium leprae, agents responsables de la syphilis humaine et de la 

lèpre (Siqueira et Rocas, 2005). Une étude par techniques de biologie moléculaire de la flore 

digestive du lapin sain, du lapin malade d’EEL et des TEC semble être une alternative intéressante aux 

cultures traditionnelles pour identifier l’agent ou les agents responsables de l’EEL.  

Certains travaux ont déjà été réalisés dans ce sens (Badiola et al., 2005; Persillon et al., 2005) 

tandis que d’autres analyses biomoléculaires ont été réalisées sur les toxines présentes dans le 

surnageant du TEC (Licois, 2007). L’étude des ADN bactériens présents dans les TEC nous semblait 

donc la méthode la plus appropriée pour identifier le ou les agents étiologiques. 

2.  ARTICLE DE SYNTHÈSE 

L’article de synthèse : « Les techniques de biologie moléculaire d’analyse des population 

bactériennes complexes » présenté ci-après donne un aperçu des techniques les plus communément 

employées dans l’étude des populations bactériennes ainsi que les points importants à considérer 

avant de choisir la ou les techniques les plus appropriées. 
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 OBJECTIFS 
L’agent étiologique responsable de l’EEL semble être bactérien mais difficilement, voire non 

cultivable. D’un autre côté, les inoculums de référence (TEC) ont une flore bactérienne très riche 

puisqu’ils proviennent de contenu digestif. De plus, la seule méthode pour vérifier la présence de 

l’agent responsable de l’EEL est l’inoculation de lapins sensibles. Afin de pallier ces différentes 

contraintes, les schémas expérimentaux suivants ont été mis en place. 

Premièrement l’étude de l’inoculum de référence TEC4 qui se divise en trois parties (figure 2)  

- Tester différentes méthodes de 
fractionnement ou appauvrissement 
de l’inoculum TEC4 et vérifier la 
virulence et la composition 
bactérienne d’un point de vue 
qualitatif et quantitatif de ces 
fractions 
 
- Comparer les fractions obtenues 
entre elles et avec des témoins 
négatifs grâce à des techniques de 
biologie moléculaires telles que les 
profils de restriction du gène 
16SrDNA, les gels à gradient de 
dénaturant et les PCR aléatoires. 

 

 

- Vérifier la présence des séquences d’intérêt obtenues à l’étape précédente sur le terrain, identifier 

les espèces porteuses de ces séquences et les inoculer à des lapins sensibles  

Deuxièmement une étude comparative de prélèvements sanguins et fécaux réalisés pendant 

une inoculation de TEC4 sur les lapins inoculés et les lapins malades (figure 3) : 

 

- Etudier par DGGE l’évolution de la 
flore fécale en cours d’inoculation 
 
- Etudier la présence d’une 
bactériémie lors de la phase précoce 
de la maladie par amplification de 
séquences bactériennes dans le 
sang. 

 

 

Troisièmement une étude comparative des inoculums virulents et non virulents grâce au 

pyroséquençage d’une fraction du gène 16SrDNA sur le Roche FLX Genome Sequencer.  

FIGURE 3: SCHEMA EXPERIMENTAL DU PROTOCOLE AVANT-APRES 

FIGURE 2 : SCHEMA EXPERIMENTAL DE L’ETUDE DU TEC4 
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 PARTIE EXPERIMENTALE 
Ce chapitre sera présenté en trois parties : une comparaison du TEC4 et des ses fractions par 

la bactériologie classique, les tentatives d’identification de l’agent grâce à la génétique moléculaire 

par PCR (différentes approches) et une comparaison de différentes fractions par pyroséquençage.  

I. COMPARAISON DU TEC4 ET DE SES FRACTIONS PAR LA BACTERIOLOGIE 

CLASSIQUE 

Comme décrit dans l’introduction, l’inoculum de référence TEC4 provient de contenu caecal 

et a donc une flore bactérienne très riche. Des méthodes de fractionnements ont déjà été utilisées : 

filtrations, centrifugations, ultracentrifugations, traitements thermiques, traitements au 

chloroforme-éthanol et centrifugations sur gradient discontinu de sucrose. Cette dernière méthode 

prometteuse a été appliquée au TEC4 pour cette étude. Ce premier traitement a été suivi par un test 

d’adhérence sur culture cellulaire. Enfin, de nouvelles techniques de fractionnement ont également 

été appliquées au TEC4: le traitement aux antibiotiques et le traitement à l’acide. 

Les différentes fractions ont été systématiquement analysées grâce à des techniques de 

bactériologie classique : identification des espèces cultivables sur milieux usuel, comptage des 

UFC/mL et comptages des bactéries morphologiquement différentes sur des colorations de Gram. 

Elles ont également été inoculées à des lapins sensibles afin de confirmer leur pouvoir de virulence.  

1.  FRACTIONNEMENTS 

a. CENTRIFUGATION SUR GRADIENT DISCONTINU DE SUCROSE 

Le TEC4 a été fractionné par centrifugation sur coussin de sucrose en suivant la méthode 

développée par Szalo et al (2007). Cinq solutions de sucrose (10 %, 20 %, 30 %, 40 % et 50 % 

poids/volume) sont préparées dans de l’eau distillée, puis stérilisées par filtration au travers d’une 

membrane de 0,2µm. Les différentes solutions sont délicatement superposées dans un tube de 

15mL, les fractions les plus denses en dessous. Un millilitre de TEC4 est déposé par-dessus. Le tube 

est ensuite centrifugé à 1780g pendant 20 minutes à 4°C. Les fractions « surnageant, 10 %, 20 %, 

30 %, 40 %, 50 % et culot » sont séparées (figure 4). Elles sont ensuite centrifugées à 20 000g 

pendant 3 minutes à 4°C. Les surnageants sont éliminés et les culots re-suspendus dans 2mL de NaCl 

à 0,9 %. Deux lavages sont réalisés (centrifugation 20 000g, 3 min, 4°C, re-suspension dans 2mL de 

NaCl à 0,9 %.). Les culots sont finalement re-suspendus dans 0,5mL de NaCl à 0,9%.  
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FIGURE 4: RESULTAT D’UNE CENTRIFUGATION DE TEC4 SUR GRADIENT DISCONTINU DE SUCROSE 

 

b. ADHÉRENCE CELLULAIRE 

Pour ce mode de fractionnement, une boîte de culture de cellules de reins de lapins (RK13) 

de 75cm² à confluence est utilisée. Vingt-quatre heures avant l’inoculation, le milieu de culture est 

remplacé par du milieu sans antibiotique après un double rinçage au phosphate buffer saline (PBS) 

stérile. Après 24h, le milieu sans antibiotique est éliminé, puis les boîtes sont inoculées au moyen 

d'un millilitre de la fraction 50% obtenue par centrifugation sur gradient de sucrose. Après 4h 

d’incubation à 37°C, l’inoculum est aspiré et le tapis cellulaire est rincé trois fois au PBS stérile. Les 

cellules et les bactéries adhérentes sont raclées et suspendues dans 1mL de milieu de culture sans 

antibiotique, puis congelées afin de lyser les cellules. L’inoculum obtenu est dénommé "RK501".  

Un second passage identique est ensuite réalisé en utilisant la fraction RK501 comme 

inoculum permettant d’obtenir la fraction "RK502". Le dernier liquide du rinçage (2mL) au PBS stérile 

est conservé comme témoin : cet inoculum est appelé RIN. Afin de vérifier les capacités potentielles 

d’adhérence de l’agent au plastic polarisé de la boîte de culture, un fractionnement témoin a été 

réalisé de manière identique sur des boîtes de culture cellulaire vides. Un seul passage a été effectué 

pour réaliser l’inoculum "PLA".  

Ces deux premières méthodes de fractionnement sont résumées à la figure 5. 
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FIGURE 5 : SCHEMA DE DIFFERENTS FRACTIONNEMENTS REALISES 

 

La lignée cellulaire RK13 est cultivée à 37°C sous 5% de CO2 dans du milieu Dulbecco 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplémenté avec 100,000 unités/L de pénicilline, 100 mg/L de 

streptomycine sulfate, 5mL/L de MEM (100×) acides aminés non essentiels (Invitrogen), 2,5 mg/L de 

natamycine et 5% de sérum fœtal bovin décomplémenté. 

Pour répliquer les cellules RK13, des tapis cellulaires à confluences sont mis en suspension 

après trypsination (1mL de trypsine à 0,25% pour 75cm² pendant 5min) dans du milieu de culture 

puis réparti dans les flacons de culture à raison de ½ volume pour obtenir un tapis cellulaire à 

confluence en 24H, ⅓ du volume pour l’obtenir en 72H ou 1/5 du volume pour l’obtenir en 7 jours. 

c. TRAITEMENT AU CHLOROFORME ÉTHANOL 

La fraction RK501 a été traitée au moyen d’une solution de CHCl3 / éthanol (25 / 75%) dans 

un rapport volume / volume de 1 / 2. Le mélange a été incubé à température ambiante pendant 1 

heure sous agitation constante. Après lavage, les bactéries ont été remises en suspension dans du 

PBS. L’inoculum obtenu a été appelé CERK. 

d. ANTIBIOGRAMMES 

Les antibiogrammes ont été réalisés sur boîtes de gélose Columbia au sang de mouton, car 

une différence dans la croissance des flores bactériennes a été observée par rapport au milieu de 

Mueller-Hinton qui semble plus sélectif. Les boites de gélose Columbia ont été ensemencées avec 

10µL de TEC4 (dilué 10 fois), 50% et RK501. Les pastilles d’antibiotiques (tableau 3) ont été déposées 

sur les géloses. Les boîtes ont été incubées 24h en aérobiose et anaérobiose. Les diamètres des 

zones d’inhibition présentés dans le tableau 3 permettent de classer l’effet d’appauvrissement 

potentiel des différents antibiotiques sur le TEC et ses fractions. Parmi les antibiotiques les plus actifs 

se trouvent : l’ampicilline, l’amoxicilline/acide clavulanique, la cefquinome, la tylosine, la tétracycline, 

la doxycycline, la marbofloxacine, le chloramphénicol et le florfénicol. A l’exception de la tylosine et 
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de la doxycycline, aucun de ces antibiotiques n’est employé en élevage. Les zones d’inhibition 

observées avec la bacitracine, seul antibiotique efficace contre l’EEL, sont de faibles diamètres 

(maximum 14mm). 

TABLEAU 3: DIAMETRES D’INHIBITION DE LA CROISSANCE BACTERIENNE PAR LA METHODE DE DIFFUSION DE DIFFERENTS 

ANTIBIOTIQUES SUR TEC4, 50% ET RK501 

Molécule 

TEC4 50% RK501 

anaéro  aéro anaéro  aéro anaéro  aéro 

Acide nalidixique (30µg) 6 6 6 6 6 6 

Amikacine (30µg) 6 6 6 6 6 6 

Amoxicilline / ac clavulanique (30µg) 22 27 19 21 30 30 

Ampicilline (10µg) 25 22 11 17 22 20 

Bacitracine (10UI) 8 14 12 6 14 13 

Cefquinome (10µg) 20 8 14 8/22 25 30 

Ceftiofur (30µg) 14 6 6 6 6 6 

Cefuroxim (30µg) 6 6 6 6 6 6 

Céphalothin (30µg) 19 20 6 6 6 6 

Chloramphénicol (30µg) 26 20 10/21 21 22 30 

Clindamycine (2UI) 6 14 6 11 15 15 

Colistine (50µg) 6 6 6 6 6 6 

Doxycycline (30µg) 22 8 20 30 30 30 

Enrofloxacine (5µg) 6 30 6 13 17 18 

Erythromycine (15UI) 6 14 6/20 11 24 26 

Florfénicol (30µg) 30 30 24 30 30 30 

Gentamicine (10µg) 6 14 6 13 6 17 

Kanamycine (30UI) 6 15 6 6 6 6 

Lincomycine (5µg) 6 10 7 14 16 20 

Marbofloxacine (5µg) 18 30 14 13 14 20 

Néomycine (30µg) 6 12 7 14 6 17 

Novobiocine (30µg) 15 14 11 20 16 14 

Pénicilline (10µg) 20 14 6 6 16 14 

Spiramycine (100µg) 6 19 15 20 20 30 

Streptomycine (10µg) 6 21 6 6 6 6 

Trimetoprim / Sulfamidés (30µg) 6 6 6 6 6 6 

Tétracycline (25µg) 17 10 14 30 30 30 

Tylosine (30µg) 8/31 30 8/30 30 8/30 30 

Vancomycine (30µg) 17 26 16 16 20 20 

e. TRAITEMENT AUX ANTIBIOTIQUES 

Le TEC4 a été suspendu dans du milieu de Schaedler, liquide enrichi en sérum de cheval (50 

mL/L) dans un rapport 1/1 V / V, puis conservé 3h à 37°C. Les antibiotiques ont ensuite été ajoutés 

selon les concentrations données dans le tableau 4. La suspension a été incubée pendant 24h à 37°C 

puis centrifugée 3min à 20 000g à 4°C ; le surnageant est éliminé et le culot bactérien re-suspendu 

dans du liquide physiologique au volume initial avant de subir un double lavage selon la même 

méthode afin d’éliminer les traces d’antibiotiques. Huit antibiotiques ont été employés (tableau 4), 

un inoculum témoin positif (TAB) a subi le même traitement sans antibiotique.  
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TABLEAU 4: ANTIBIOTIQUES ET CONCENTRATIONS UTILISES POUR L’APPAUVRISSEMENT DU TEC4 

Antibiotique Concentration 
(µg/mL)  

Nom de la fraction 

Amoxicilline / acide clavulanique 3/5 AMC 
Ceftiofur 3 CEF 

Streptomycine 9 STREP 
Tylosine 2 TYL 

Doxycycline 2 DOX 
Vancomycine 5 VAN 

Bacitracine 3 BACI 
Novobiocine 2 NOVO 

 

Eu égard à l’effet limité du traitement aux antibiotiques observés lors des premiers essais, le 

protocole a été modifié pour tenter d’en améliorer le rendement. La concentration en vancomycine a 

été augmentée aux doses de 10µg/mL, 25µg/mL et 50µg/mL. Aucun des différents traitements n’a 

permis de mettre en évidence une diminution significative des bactéries Gram positives. Pourtant, 

malgré les trois lavages par centrifugation, les concentrations d’antibiotiques restant dans les 

inoculums traités avec 25µg/mL et 50µg/mL de vancomycine sont suffisantes pour induire un effet 

bactéricide, comme le montre la zone d’inhibition des bactéries poussant sur la gélose (figure 6). 

FIGURE 6 : EFFET BACTERICIDE DES RESTES D’ANTIBIOTIQUE PRESENTS DANS LE TEC4 TRAITE AVEC 50µG/ML DE VANCOMYCINE 

 

La durée du traitement a également été augmentée à 48h, 96h et 192h pour deux 

antibiotiques (vancomycine et doxycycline). Ces nouveaux inoculums ont été comparés selon les 

techniques décrites au point 3 de ce chapitre (page 59).  

Les dénombrements des UFC sont présentés aux tableaux 5 et 6. Aucune différence 

significative des UFC en fonction du traitement n’a pu être mise en évidence même lorsque la durée 

du traitement était de 8 jours. De même, aucune différence significative n’a été observée selon le 

milieu d'incubation utilisé (Schaedler ou liquide physiologique).  
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TABLEAU 5 : UFC EN AEROBIOSE DES DIFFERENTS PROTOCOLES TESTES POUR OPTIMISER LES TRAITEMENTS AUX ANTIBIOTIQUES 

Milieu de 
traitement 

Liquide physiologique (UFC/mL) Schaedler (UFC/mL) 

Traitement Physio Vancomycine Doxycycline Physio Vancomycine Doxycycline 
24h 5,5.10

7
 1,12.10

7
 7.10

4
 5,7.10

7
 1,26.10

7
 5.10

4
 

48h 5,4.10
7
 1,6.10

7
 3.10

4
 5,8.10

7
 1,34.10

7
 6.10

4
 

96h 5,7.10
7
 1,67.10

7
 10

4
 5,5.10

7
 1,02.10

7
 6.10

4
 

192h 5,1.10
7
 1,16.10

7
 7.10

3
 6,1.10

7
 1,17.10

7
 6.10

4
 

 

TABLEAU 6 : UFC EN ANAEROBIOSE DES DIFFERENTS PROTOCOLES TESTES POUR OPTIMISER LES TRAITEMENTS AUX ANTIBIOTIQUES 

Milieu de 
traitement 

Liquide physiologique (UFC/mL) Schaedler (UFC/mL) 

Traitement Physio Vancomycine Doxycycline Physio Vancomycine Doxycycline 
24h >5.10

8
 7,2.10

7
 1,7.10

7
 >10

9
 >10

8
 2,8.10

7
 

48h >5.10
8
 10

7
 2.10

7
 >10

9
 >10

8
 3.10

7
 

96h >5.10
8
 1,8.10

7
 10

7
 >10

9
 >10

8
 1,6.10

7
 

192h >5.10
8
 5. 10

6
 1,5.10

7
 >10

9
 1,3.10

8
 5.10

7
 

 

En conclusion, peu importe la durée du traitement antibiotique et le milieu dans lequel il est 

effectué, cette méthode de fractionnement ne permet pas un appauvrissement net de la flore des 

inoculums. Les bactéries en « dormance » ne sont apparemment pas détruites par l’antibiotique, 

même si celui-ci est actif sur une gélose, comme le montre l’expérience avec les concentrations 

élevées de vancomycine. 

f. TRAITEMENT PAR ACIDIFICATION 

 MISE AU POINT 

Deux protocoles d’acidification ont été testés : l’adjonction directe de HCl 37% dans du 

contenu caecal de lapin sain (TEM2) jusqu’à l’obtention d’un pH 2,2 ou la dilution en tampon 

phosphate-citrate (C3H5O (COOH) 3+ Na2HPO4C3H5O (COO) 3
3−+ PO4

3- + 4H+ + 2Na+) au rapport ¼ de 

TEM2 et ¾ de tampon. Ce dernier était préparé par mélange de 1,60mL de phosphate disodique 

(Na2HPO4) à 0,5M et de 39,20mL d’acide citrique (C3H5O (COOH) 3) à 0,5M afin d’obtenir un pH égal à 

2,2. Les contenus caecaux traités ainsi qu’un témoin négatif contenant uniquement du TEM2 ont été 

conservés à 37°C et 20°C pendant 1h, 2h, 4h, 8h, 24h et 48h puis lavés deux fois par centrifugation (3 

min à 20 000g à 4°C ) et re-suspendus dans du liquide physiologique.  

Dix microlitres de chaque fraction ont été fixés sur lame et colorés par la technique de Gram. 

Une estimation de la quantité de débris, de bactéries et la qualité de celles-ci a été réalisé pour 

chaque fraction. Ces inoculums ont été comparés selon les techniques décrites au point 3 de ce 

chapitre (page 59). 

Des résultats similaires ont été obtenus pour les deux températures et les deux traitements 

(HCl 37% et tampon citrate-phosphate) testés. Après une heure, l’examen microscopique des 

fractions traitées avec le HCl et le tampon citrate-phosphate montrent la présence de plus de débris 

bactériens que dans les témoins, mais la flore est semblable. Les prélèvements à 2h, 4h, 7h et 24h 

donnent une image assez semblable : bactéries en amas, présence de nombreux débris et quantité 

de bactéries fixées plus faible. Les membranes des bactéries présentes dans les inoculums traités au 

HCl sont déformées, laissant supposer une certaine souffrance ; ce phénomène n’est pas observé 
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dans les inoculums traités au tampon citrate-phosphate. L’apparition de débris est plus flagrante 

après 4h d’incubation aux quatre températures testées. Après 24h, le témoin contient beaucoup plus 

de spores (environ 30 à 40 par champ) par rapport aux fractions traitées (0 à 5 par champ). Après 

48h, la flore des inoculums traités ne diffère plus de celle du témoin. Le traitement à l’HCl a été 

abandonné, de même que les fractions gardées 2h, 4h, 7h et 48h. Les dénombrements des UFC sont 

présentés au tableau 7. 

TABLEAU 7 : UFC/ML DE DIFFERENTS PROTOCOLES TESTES POUR OPTIMISER LES ACIDIFICATIONS DU TEC4 

 UFC/mL moyen  
en aérobiose 

UFC/mL moyen  
en anaérobiose 

 Tampon HCl Tampon HCl 

4h 1,11.106 1,29.106 1,95.107 1,63.107 

24h 5,6.105 7,2.105 1,17.107 1,06.107 

 TRAITEMENT RETENU 

Cinq millilitres d’inoculum ont été dilués dans 15mL de tampon phosphate-citrate (C3H5O 

(COOH) 3+ Na2HPO4C3H5O (COO) 3
3−+ PO4

3- + 4H+ + 2Na+) préparé tel que décrit plus haut et 

conservé pendant 24h à 37°C. Les bactéries ont ensuite été lavées deux fois par centrifugation (3min 

à 20 000g à 4°C) et re-suspendues dans 5mL de liquide physiologique et stockées à -20°C. Le TEC4 et 

la fraction 50% traités à l’acide ont été appelés respectivement TEPH et 50PH.  

2.  INOCULATIONS 

A l’exception de l’inoculation des fractions antibiotiques qui a été réalisée dans les 

animaleries du Secteur Clinique Aviaire, des Rongeurs et des Lagomorphes (CARL), toutes les 

inoculations ont été réalisées à l’unité de recherche en Infectiologie Animale et Santé Publique (IASP) 

de l'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de Tours. Les animaux étaient maintenus 

dans les conditions environnementales recommandées par le comité d'éthique animale de l'ULg pour 

le CARL (n° 373) et par le comité consultatif commun d'éthique Inra-Cirad pour l’IASP (n°4587). 

a. 50% ET RK501 

Cinquante-quatre lapereaux néo-zélandais EOPS de 4 semaines ont été répartis en trois lots 

de 18 animaux à raison de 6 groupes de 3 lapins par cage. Dix-huit lapins ont été inoculés per os avec 

100µL de la fraction 50% par animal, dix-huit avec 100µL de la fraction RK501 par animal et dix-huit 

avec 100µL de contenu caecal de lapin EOPS par animal. Ce dernier groupe a servi de témoin négatif. 

Tous les animaux ont été pesés 7 et 4 jours avant l’inoculation puis à J0, J3, J6 et J8 après inoculation. 

Un suivi clinique quotidien des animaux a été effectué sur la base du nombre de lapins atteints de 

diarrhée et sur base du taux de mortalité. 

Les signes cliniques et les lésions classiques ont été reproduits dans les deux lots. La 

mortalité et la morbidité ont été respectivement de 28% et 94% pour le lot 50% et de 11% et 94% 

pour le lot RK501. Ces résultats sont semblables à ceux obtenu lors d’une inoculation de TEC4. La 

courbe d’évolution du GQM est présentée à la figure 7.  
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FIGURE 7 : EVOLUTION DES GQM LORS DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC LES FRACTIONS RK501 ET 50%

 

b. RK502, PLA, RIN 

Septante-six lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 4 à 6 semaines ont été inoculés. Dix-huit 

lapins ont été inoculés par voie orale au moyen de 100µL de contenu caecal de lapin EOPS par animal 

(groupe témoin), 21 lapins au moyen de 200µL de RIN par animal, 18 lapins au moyen de 100µL de 

RK502 par animal et 19 lapins au moyen de 100µL de PLA par animal. Un suivi clinique quotidien des 

animaux a été effectué sur la base du nombre de lapins atteints de diarrhée et sur base du taux de 

mortalité. Les animaux ont été pesés 7 et 4 jours avant l’inoculation puis à J0, J1, J2, J3, J6 et J8 après 

inoculation.  

La courbe d’évolution des GQM est présentée à la figure 8. Une chute générale du GQM est 

remarquée dans tous les lots, mais aucun lapin n’a présenté de chute importante pendant plusieurs 

jours. Deux mortalités ont été observées, une dans le lot inoculé avec la fraction RK502 et une dans 

le lot inoculé avec la fraction PLA. Les lésions typiques d’EEL n’ont été retrouvées que chez le lapin 

inoculé avec RK502.  

FIGURE 8: EVOLUTION DES GQM DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC LES FRACTIONS RK502, PLA ET RIN 

 

c. 50%, RK501, CERK, RIN 

Nonante-six lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 4 à 6 semaines ont été inoculés. Dix-neuf 

lapins ont été inoculés par voie orale au moyen de 100µL de contenu caecal de lapin EOPS par animal 
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(groupe témoin), dix-neuf lapins au moyen de 200µL de RIN par animal, dix-neuf lapins au moyen de 

100µL de CERK par animal, vingt lapins au moyen de 100µL de 50% par animal et dix-neuf lapins au 

moyen de 100µL de RK501 par animal. Un suivi clinique quotidien des animaux a été effectué sur la 

base du nombre de lapins atteints de diarrhée et sur base du taux de mortalité. Les animaux ont été 

pesés 7 et 4 jours avant l’inoculation puis à J0, J1, J3, J6, J10 et J13 après inoculation.  

Les signes cliniques et les lésions classiques ont à nouveau été reproduits dans les lots 50% et 

RK501, la mortalité était de 5% pour les deux lots. Aucune différence significative n’a été démontrée 

entre les inoculums RIN, CERK et le lot témoin. La courbe d’évolution du gain quotidien moyen est 

présentée à la figure 9.  

FIGURE 9 : EVOLUTION DES GQM DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC LES FRACTIONS RK501, RIN, CERK ET 50% 

 

d. FRACTIONS ANTIBIOTIQUES 

Trente-quatre lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 5 semaines ont été inoculés. Quatre 

lapins ont été inoculés par voie orale au moyen de 100µL de contenu caecal de lapin EOPS par animal 

(groupe témoin), dix lapins au moyen de 100µL de TAB par animal, dix-neuf lapins au moyen de 

100µL de DOX par animal et dix lapins au moyen de 100µL de BACI par animal. Un suivi clinique 

quotidien des animaux a été effectué sur la base du nombre de lapins atteints de diarrhée ou de 

ballonnement et sur base du taux de mortalité. Les animaux ont été pesés quotidiennement entre le 

7ème jour précédant l'inoculation et le 21ème jour post-inoculation (PI). 

Les signes cliniques et les lésions macroscopiques classiques ont été reproduits dans les lots 

BACI, DOX et TAB. La morbidité et la mortalité ont été respectivement de 90% et 20% pour le lot 

BACI, 100% et 20% pour le lot DOX, et 80% et 30% pour le lot TAB. Ces résultats sont similaires à ceux 

obtenus lors d’une inoculation de TEC4. La courbe d’évolution des GQM est présentée à la figure 10. 
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FIGURE 10 : EVOLUTION DES GQM LORS DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC LES FRACTIONS BACI, DOX ET TAB

 

e. FRACTIONS ACIDES 

Cinquante-sept lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 5 semaines ont été inoculés. Dix-huit 

lapins ont été inoculés avec 100µL de TEPH, 20 lapins avec 100µL de 50PH et 19 autres lapins ont 

servi de témoins négatifs en recevant 500µL de contenu caecal de lapin sain. Un suivi clinique 

quotidien des animaux a été effectué sur la base du nombre de lapins atteints de diarrhée et sur base 

du taux de mortalité. Les animaux ont été pesés 8 et 2 jours avant l’inoculation puis à J0, J1, J2, J5, J8 

et J12 après inoculation.  

Les signes cliniques et les lésions macroscopiques classiques ont été reproduits dans le lot 

TEPH. La courbe d’évolution des GQM est présentée à la figure 11. Une différence significative 

(p<0,001) des GQM entre les lots inoculés avec TEPH et 50PH et le lot témoin a été remarquée. Une 

différence significative a également été remarquée entre les lots 50PH et TEPH. Si le lot inoculé avec 

TEPH montre une chute significative de J1 à J2 (p<0,001), il n’en est pas de même pour le lot inoculé 

avec 50PH. La morbidité et la mortalité ont été respectivement de 83% et 27% pour le lot TEPH et de 

44% et 5% pour le lot 50PH. 

FIGURE 11 : EVOLUTION DES GQM LORS DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC TEPH ET 50PH  
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TABLEAU 8 : RESUME DES DIFFERENTES FRACTIONS INOCULEES, TAUX DE MORTALITE, MORBIDITE ET VIRULENCE. 

Nom de la 

fraction 
Méthode 

Taux de 

morbidité 

Taux de 

mortalité 
Virulence 

DOX TEC4 traité à la doxycycline 100% 20% +++ 

BACI TEC4 traité à la bacitracine 90% 20% +++ 

TAB Témoin du traitement antibiotique 80% 30% +++ 

TEPH TEC4 traité à l'acide (pH = 2,2)  83% 27% +++ 

50% 
centrifugation sur gradient discontinu de 

sucrose (coussin 50%)  
37 - 94% 16 - 28% ++ 

RK501 
adhérence de la fraction 50 % sur des 

cellules RK13 (un passage)  
40 - 94% 10 - 11% ++ 

50PH 50% traité à l'acide (pH = 2,2)  44% 5% +/- 

RK502 
adhérence de la fraction 50 % sur des 

cellules RK13 (deux passages)  
5,5% 5,5% +/- 

RIN 
liquide de rinçage lors du fractionnement 

par adhérence cellulaire 
0% 0% - 

PLA 
adhérence de la fraction 50 % sur boite 

de culture cellulaire vide 
0% 0% - 

CERK RK501 traité au chloroforme/éthanol 0% 0% - 

3.  ETUDE BACTÉRIOLOGIQUE CLASSIQUE 

a. BACTÉRIOSCOPIE 

Une coloration de Gram a été effectuée sur 10 μl de chaque fraction. Quatre images ont été 

capturées au hasard pour chaque lame à un grossissement de 1000 fois. Toutes les bactéries 

présentes sur les photos ont été comptées et réparties en fonction de leurs caractéristiques 

tinctoriales (réaction positive ou négative à la coloration de Gram) et de leur forme (coque, bacille de 

petite, moyenne ou grande tailles et spores), selon le protocole décrit par Szalo et collaborateurs 

(2007). Une répartition moyenne en pourcentage des différents types bactériens a été calculée à 

partir des quatre comptages. 

Les analyses bactérioscopiques des fractions permettent de comparer leurs compositions 

sans passer par une sélection sur boîte de culture (figure 12). La fraction 50% présente un profil très 

semblable à celui du TEC4 avec néanmoins plus de spores ce qui pourrait être lié au temps 

supplémentaire passé en aérobiose pendant le fractionnement. L’inoculum RK501 ne semble 

contenir que des bactéries réagissant positivement à la réaction de Gram, les spores et les bactéries 

réagissant négativement à la coloration de Gram n’étant pas observées. 

Les fractions TEPH et 50PH sont beaucoup plus riches en bactéries Gram positives et en 

spores. Une prolifération importante de coques Gram positifs est remarquée dans toutes les 

fractions traitées aux antibiotiques, à l’exception de celle traitée à la novobiocine, et dans le témoin 

de ce traitement. Peu de différences sont remarquées entre les différentes fractions antibiotiques. 
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FIGURE 12 : ANALYSE BACTERIOSCOPIQUE DU TEC4, DES FRACTIONS ET DU TEMOIN TEM4 
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b. MISE EN CULTURE SUR MILIEUX CONVENTIONNELS 

Les bactéries cultivables en aérobiose (gélose au sang de mouton et MacConkey) et en 

anaérobiose (géloses Columbia et Schaedler au sang de mouton) dans les fractions ont été identifiées 

au genre et à l’espèce selon le protocole suivant. Dix microlitres de chaque fraction ont été inoculés 

sur les boîtes qui ont été ensuite incubées (37°C pendant 24h). Les différentes colonies ont été pré-

identifiées sur base de leur morphologie, puis repiquées et identifiées selon des procédures 

standards (Barrow et Feltham, 1993). Des identifications précises ont été obtenues par les galeries 

API® 20NE, API® Coryne, API® 20 Strep et Rapid ID 32A (BioMérieux) selon les instructions du 

fabricant.  

L'inventaire des flores bactériennes cultivables en aérobiose et en anaérobiose est présenté 

au tableau 9. Au total, 29 espèces différentes ont été identifiées dans le TEC4, ses différentes 

fractions, le TEC3 et le TEM4. Tous ces inoculums contiennent Enterococcus faecium à l’exception de 

CERK, TEPH et 50PH. Aucune fraction dérivée du TEC4 ne contient Enterococcus faecalis. Les 

clostridies sont présentes dans toutes les fractions à l’exception de celle traitée à la tylosine et du 

TEM4. Une série d’espèces n’avaient pas été identifiées à partir du TEC3 : Bacteroides distasonis, 

Brevibacterium sp, Brevundimonas vesicularis, Cellulomonas sp, Corynebacterium bovis, 

Fusobacterium necrogenes, Gemella moribillorum, Mannheimia haemolytica, Pseudomonas luteola, 

Sphingobacterium spiritivorum. Bacteroides distasonis fait partie de la flore digestive normale du 

lapin (Pacini et al., 1989) tandis que Mannheimia haemolytica est un pathogène avéré en médecine 

bovine (Euzéby, 1998). Les autres espèces sont des bactéries ubiquistes pathogènes opportunistes à 

l’exception de Fusobacterium necrogenes qui n’a jamais été mis en évidence comme pathogène 

opportuniste. 

c. RECHERCHE D’ENTÉROBACTÉRIES 

Cent microlitres de TEC4 ont été ensemencés dans 5mL de milieu d’enrichissement : Luria 

Broth, Mac Conkey et Sélénite et incubé 37°C. Cent microlitres de bouillon d’enrichissement ont été 

ensemencés sur gélose Gassner après 48h et 7j d’incubation en milieu d’enrichissement, et incubés 

7j à 37°C. 

Bien qu’une croissance bactérienne ait été mise en évidence dans les milieux 

d’enrichissement pendant l’incubation, aucune colonie n’a pu être mise en évidence lors des 

différents étalements sur gélose Gassner. 

d. RECHERCHE DE CAMPYLOBACTER 

Cent microlitres de TEC4 ont été ensemencés sur une gélose pour Campylobacter avec 

charbon de bois, désoxycholate et supplément (CCDA, OXOID®) incubés à 37°C dans des conditions 

de microaérophilie dans une jarre grâce au système de génération d’atmosphère CampyGenTM 

(OXOID®). 

Aucune colonie n’a pu être mise en évidence sur le milieu spécifique. 
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TABLEAU 9 : INVENTAIRE DES FLORES BACTERIENNES CULTIVABLES SUR GELOSES STANDARD PRESENTES DANS LE TEC4, LES FRACTIONS ET LE TEMOIN TEM4 

Espèce TEC3 TEC4 50% RK501 CERK TEPH 50PH AMC BACI CEF DOX NOVO STREP TYL VAN TAB TEM4 Total 

Enterococcus faecium                     14 

Enterococcus faecalis                                 2 

Bacillus sp                    15 

Bacillus circulans                                  1 

Bacillus licheniformis                                 2 

Bacillus firmus                             6 

Clostridium sp                    15 

Clostridium acetobutylicum                                  1 

Clostridium bifermentans                                 1 

Clostridium baratii                              5 

Clostridium butyricum                                3 

Clostridium clostridiforme                                 2 

Clostridium fallax                              5 

Clostridium glycolicum                             6 

Clostridium histolyticum                                 2 

Clostridium paraputrificum                                 2 

Clostridium perfringens                           8 

Clostridium septicum                                3 

Clostridium sordelli 2                             6 

Clostridium sporogenes                                 2 

Clostridium tyrobutyricum                                  1 

Bacteroides distasonis                                  1 

Brevibacterium sp                               3 

Brevundimonas vesicularis                                 2 

Cellulomonas spp                              4 

Corynebacterium bovis                                  1 

Fusobacterium necrogenes                                  1 

Gemella moribillorum                                  1 

Mannheimia haemolytica                                  1 

Pseudomonas luteola                                3 

Sphingobacterium spiritivorum                                  1 

Total 7 7 15 6 7 6 8 5 4 5 6 7 5 2 6 4 5   
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e. CALCUL DES UNITÉS FORMANT COLONIES 

Le nombre d’UFC moyen par millilitre de fraction ont été déterminées par comptages des 

colonies sur les différents milieux utilisés (gélose Columbia au sang de mouton en aérobie et 

anaérobie, Schaedler au sang de mouton en anaérobie). 

Les nombres moyens d’UFC des différents inoculums sont présentés au tableau 10 et à la 

figure 13.Les inoculums n’ayant pas subi la centrifugation sur gradient de sucrose ont des UFC entre 

106 et 107mL/L sauf le TEM4 qui semble avoir une flore cultivable très pauvre. La centrifugation 

appauvrit 10 fois les UFC tandis que le fractionnement par l’acide n’entraîne aucun changement 

significatif des UFC. Les traitements aux antibiotiques par contre entrainent des changements 

variables selon l’antibiotique utilisé bien que la doxycycline soit le seul antibiotique qui permette une 

diminution significative des UFC. L’augmentation des UFC dans certaines fractions traitées aux 

antibiotiques par rapport au TEC4 est due au temps d’incubation dans le milieu Schaedler liquide. Le 

CERK est la seule fraction ne présentant aucune espèce croissant en aérobiose, c’est également une 

des fractions les plus pauvres en anaérobiose.  

TABLEAU 10 : UFC/ML MOYEN DE TEC3, TEC4 ET DE DIFFERENTES FRACTIONS ET TEMOINS 

 UFC/mL aérobie UFC/mL anaérobie 

TEM4 1,7.103 3,2.102 

TEC3 8,7.106 1,1.107 

TEC4 5,5. 106 1,8.107 

TEPH 6,7.106 3,2.107 

50% 6.104 5,5.104 

50PH 1,2.105 2,9.106 

RK501 1,5.105 1,5.105 

CERK 0 3,7.103 

AMC 1,2.107 8,5.107 

BACI 2,6.106 3,9.107 

CEF 2,8.106 108 

DOX 104 1,7. 105 

NOVO 5,2.106 6,8. 106 

STREP 7,6.105 3,7.107 

TYL 1,2.107 3,9.107 

VAN 1,4.107 8.107 

TAB 1,2.108 3,2.108 
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FIGURE 13: UFC/ML MOYEN DE TEC3, TEC4 ET DE DIFFERENTES FRACTIONS ET TEMOINS 

 

f. VISUALISATION DES BACTERIES ET CELLULES SUR LAMES LAB-TECK® 

Les résultats obtenus lors d’inoculation des fractions passées sur cellules laissent entendre 

que l’agent étiologique responsable de l’EEL adhère aux cellules RK13. Les lames Lab-Teck® 

permettent de cultiver des cellules sur une lame de microscope, permettant ensuite une coloration 

et observation directe de ces bactéries adhérant aux cellules. 

Des cellules RK13 ont été cultivées sur lames Lab-Teck®Chamber Slide de 8 puits (NUNC®) et 

inoculées avec la fraction 50% et la fraction RK501 au même rapport surface/volume et selon le 

même protocole que lors de la fabrication des inoculums. Les cellules ont ensuite été fixées avec une 

solution d’acétone/éthanol (v/v) à (-20°C) pendant 12h, puis soumises à une coloration de Gram. Six 

champs ont été pris au hasard, les bactéries en contact direct avec des cellules et celles n’ayant 

aucun contact avec les cellules ont été comptées. Un rapport entre les bactéries « adhérentes » et 

non adhérentes a été calculé. 

Les comptages sont analogues entre les fractions, 79% des bactéries sont en contact direct 

avec les cellules pour RK501 contre 82,4% pour RK502.  
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II. GENETIQUE MOLECULAIRE PAR PCR (DIFFERENTES APPROCHES)  

Parallèlement aux analyses de bactériologie classique, des profils de PCR ont été réalisés sur 

quatorze fractions : les deux inoculums de référence (TEC3 et TEC4), les 7 fractions obtenues par 

centrifugation sur gradient discontinu de sucrose (SUR, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% et Culot), les 

fractions passées sur cellules (RK501 et RK502), ainsi que trois contrôles négatifs (contenus caecaux 

d’un lapin EOPS <TEM1>, d’un lapin de compagnie non mort de pathologie digestive <TEM2> et d’un 

lapin d’élevage non contaminé par l’EEL <TEM3>). Les autres fractions ayant été créées après le 

début des profils et n’ayant aucun avantage technique ou niveau de virulence plus intéressant, elles 

n’ont pas été intégrées dans les profils suivants. 

Trois types de profils ont été réalisés : tout d’abord des profils de restriction du gène 

16SrDNA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis ou ARDRA), puis des profils sur gel avec 

gradient d’un agent dénaturant (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ou DGGE) sur les régions 

V3 ainsi que V6-V8 du gène 16SrDNA et, enfin, différents profils de PCR aléatoires (Random Amplified 

Polymorphic DNA ou RAPD). 

Le but de ces trois approches était de mettre en évidence des bandes d’intérêt c'est-à-dire 

des bandes présentes dans les fractions reproduisant la maladie mais absentes ou d’intensité plus 

faible dans les fractions ne la reproduisant pas et dans les témoins négatifs. Ces bandes d’intérêt 

devaient ensuite être séquencées pour identifier une ou plusieurs séquences d’intérêt. 

1.  ARDRA 

Toutes les extractions d’ADN total ont été réalisées en utilisant le QIAamp DNA Stool Mini Kit 

(QIAGEN®) selon les recommandations du fabricant. Le gène 16SrDNA a été amplifié par PCR en 

utilisant des amorces universelles des eubactéries : 5’ AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’ et 5’ TAC 

GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’. Les conditions d’amplification étaient : un cycle de 5 minutes à 94°C 

suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 30s à 61,5°C et 90s à 72°C, suivie par une élongation finale de 5 

minutes à 72°C. Les produits de PCR ont été dialysés sur membrane millipore (0,025 µm). La quantité 

d’ADN obtenue a été quantifiée par spectrophotométrie à 260 nm.  

Les différents échantillons ont été digérés par 22 enzymes de restriction différentes : Acc I, 

Alu I, Ava II, Cfo I, Cla I, Cvia II, EcoR I, Fat I, Hae III, Hha I, Hinc II, Hinp1 I, Hpa I, Mse I, Msp I, Nla III, 

Pvu II, Rsa I, Sau3A I, Sma I, Sal I, Taq I. Un microgramme d’ADN purifié a été mis en contact avec une 

unité (U) d’enzyme dans un volume total de 20µL d’eau contenant 2µL de tampon spécifique à 

l’enzyme, pendant une heure aux températures d’activités spécifiques de l’enzyme.  

Sur les 22 enzymes utilisées, seule Acc I a permis de mettre en évidence une bande présente 

dans les fractions reproduisant la maladie, mais absente ou en quantité faible dans les témoins 

négatifs et les fractions non virulentes (figure 14). Malheureusement, les résultats obtenus avec 

l’enzyme Acc I n’ont pu être reproduits malgré plusieurs tentatives. Les profils observés avec les 21 

autres enzymes ne permettaient pas une distinction entre les inoculums et les témoins négatifs 

(exemple figure 15 pour Rsa I). 
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FIGURE 14: PROFIL DE RESTRICTION D’ACC I SUR LES DIFFERENTES FRACTIONS DU TEC4, TEC3 ET LES TEMOINS NEGATIFS 

 

FIGURE 15 : PROFIL DE RESTRICTION DE RSA I SUR LES DIFFERENTES FRACTIONS DU TEC4, TEC3 ET LES TEMOINS NEGATIFS 

 

2.  DGGE 

La DGGE est une technique permettant de séparer sur un gel dénaturant de polyacrylamide 

des amplicons de même taille, mais de compositions différentes. Ces analyses ont été effectuées à 

l’université de Liège, Centre d’Ingénierie de Protéines, laboratoire des cyanobactéries sur l’appareil 

DCode System (Bio-Rad® Laboratoires). Diverses régions hypervariables du gène 16SrDNA ont été 

ciblées par cette approche : la région V3, d’une part, et les régions V6-V8, d’autre part. Toutes les 

extractions ont été réalisées en utilisant le QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®) selon les 

recommandations du fabricant.  

a. RÉGION HYPERVARIABLE V3 

La région V3 du gène 16SrDNA a été amplifiée par une PCR nichée. Le gène 16SrDNA a été 

amplifiée en entier par PCR en utilisant des amorces universelles des eubactéries : 5’ AGA GTT TGA 

TCM TGG CTC AG 3’ et 5’ TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’. Les conditions d’amplification étaient : 

un cycle de 5min à 94°C suivi par 17 cycles de 30s à 94°C, 30s à 61,5°C et 90s à 72°C, suivie par une 

élongation finale de 5min à 72°C. La seconde PCR a été réalisé sur les amplicon de la première PCR en 
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utilisant les amorces 5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC 

GGG AGG CAG CAG–3’ et 5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG-3’ de la région V3. Les conditions 

d’amplification étaient : un cycle de 5min à 94°C suivi par 35 cycles de 30s à 94°C, 30s à 55°C et 60s à 

72°C, suivie par une élongation finale de 5min à 72°C. Les produits de PCR ont été visualisés sur un 

gel d’agarose à 2% coloré par du bromure d’éthidium. 

Pour la DGGE, un gel à 8% de polyacrylamide en tampon Tris-acétate-EDTA (TAE) avec un 

gradient de dénaturant de 35 à 55% (100% de dénaturant = 7 M urée et 40% (v/v) formamide 

désionisée) a été utilisé. Quarante microlitres des produits de PCR ont été chargés sur le gel. Une 

durée de migration de 5h à température et voltage constants (60°C et 130V) a été utilisée. Les 

fragments génomiques ont été révélés au GelStar® Nucleic Acid Gel Stain (2µL dans 15mL d’eau 

distillée). Les bandes d’intérêt ont été excisées et conservées dans 20µL de tampon Tris-EDTA (TE) à 

4°C pendant 24h pour permettre la diffusion de l’ADN, puis stockée à -20°C.  

La DGGE sur la région V3 (figure 16) a permis de mettre en évidence d’une bande d’intérêt 

présente dans les fractions 20% à culot, RK501, TEC3 et TEC4. Elle est également présente en faible 

quantité dans TEM2. 

FIGURE 16 : PROFIL DGGE DE LA REGION V3 DE TEC3, TEC4, DES FRACTIONS DE TEC4 ET DE TEMOINS NEGATIFS 

 

b. RÉGIONS HYPERVARIABLES V6-V8 

Les régions V6-V8 du gène 16SrDNA ont été amplifiées par une touchdown-PCR grâce aux 

amorces 954f contenant la pince GC (5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG 
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GGG GGC ACA AGC GGT GGA GCA TGT GG-3’) et 1369r (5’-GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG-3’). La 

première étape de la PCR comprend 10 cycles (dénaturation de 30s à 94°C, annealing 30s à 61°C, 

élongation d’une minute à 72°C) avec, à chaque cycle, une diminution de la température d’annealing 

de 0,5°C jusqu’à 56°C. La seconde étape de la PCR comprend 20 cycles : dénaturation de 30s à 94°C, 

annealing 30s à 56°C, élongation d’une minute à 72°C. Les produits de PCR ont été visualisés sur un 

gel d’agarose 2% coloré par du bromure d’éthidium. 

Le gel de DGGE utilisé contenait 6,5% de polyacrylamide dans du tampon TAE avec un 

gradient de dénaturant de 35-60% et 40-50% (100% de dénaturant = 7 M urée et 40% (v/v) 

formamide désionisée). Quarante microlitres des produits de PCR ont été chargés sur le gel. La 

migration a duré 5h, à température et voltage constants (60°C et 130V). Le gel a été révélé au 

GelStar® Nucleic Acid Gel Stain (2µL dans 15mL d’eau distillée). Les bandes d’intérêt ainsi que toutes 

les bandes visibles des inoculums TEC4, SUR, RK501 et TEM2 ont été excisées et conservées dans 

20µL de tampon TE à 4°C pendant 24h pour permettre la diffusion de l’ADN, puis stockée à -20°C.  

Tout comme la DGGE sur la région V3, celle des régions V6 à V8 (figure 17) a également 

permis de mettre en évidence deux bandes d’ intérêt dans les fractions 40%, 50%, culot, RK501, TEC3 

et TEC4, qui semblent néanmoins absentes de la fraction 30%, fraction reproduisant aussi la 

pathologie.  

FIGURE 17 : PROFIL DGGE DE LA REGION V6-V8 DE TEC3, TEC4, DES FRACTIONS DE TEC4 ET DE TEMOINS NEGATIFS 

 

3.  RAPD 

Toutes les extractions ont été réalisées en utilisant le QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®) 

selon les recommandations du fabricant. Douze amorces différentes ont été utilisées permettant 

l'obtention de 12 profils de comparaison (tableau 11). A l’exception des températures d’annealing 
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qui variaient avec les amorces, toutes les PCR ont été réalisées selon des conditions identiques, à 

savoir : une étape de dénaturation initiale de 5min à 94°C suivie par 35 cycles d’une minute à 94°C, 

30s à la température d’annealing choisie et 2min à 72°C, puis d’une dernière élongation de 5min à 

72°C. La fraction RK501 est constituée majoritairement d’ADN eucaryote (cellules RK13), cette 

manipulation ne permet donc pas de comparer la population bactérienne de RK501 avec celle des 

autres fractions.  

TABLEAU 11: PRESENTATION DES AMORCES ET TEMPERATURES D’ANNEALING EMPLOYEES POUR LES RAPD  

Nom de la séquence Séquence 5’  3’ T° d’annealing 

RAPD1 GGT GCG GGA A 40°C 
RAPD2 GTT TCG CTC C 35°C et 45°C 
RAPD3 GTA GAC CCG T 40°C 
RAPD4 AAG AGC CCG T 35°C 
RAPD5 AAC GCG CAA C 45°C 
RAPD6 CCC GTC AGC A 35°C et 45°C 
OPB-6 TGC TCT GCC C 45°C 
OPB-7 GGT GAC GCA G 45°C 

AK2 GAT CCT GCA G 40°C 
AK1 ATC ACT ATG A 35°C et 45°C 
AP3 TCA CGA TGC A 35°C et 45°C 
AP5 TCA CGC TGC G 35°C et 45°C 

 

Deux amorces (RAPD6 à 45°C et AP5 à 35°C) ont permis la mise en évidence d’une bande 

d’intérêt. La première est d’une taille d’environ 400pb (figure 18), est présente dans les fractions 

20% à culot, TEC3 et TEC4 mais est absente des fractions 10%, surnageant, RK501 et des témoins 

négatifs. La seconde est d’une taille d’environ 800pb (figure 19), est présente dans les fractions 30% 

à culot, TEC3 et TEC4 mais est absente des fractions 10%, 20%, surnageant, RK501 et des témoins 

négatifs. 

Au vu de la faible reproductivité de la technique, les manipulations ont été réalisées 3 fois. 

Les bandes d’intérêt ont été retrouvées lors des trois manipulations.  
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FIGURE 18 : PROFIL RAPD DE L’AMORCE RAPD6 DE TEC3, TEC4, DES FRACTIONS DE TEC4 ET DE TEMOINS NEGATIFS 

 

FIGURE 19: PROFIL RAPD DE L’AMORCE AP5 DE TEC3, TEC4, DES FRACTIONS DE TEC4 ET DE TEMOINS NEGATIFS 
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4.  CLONAGE ET SÉQUENÇAGE DES BANDES D’INTÉRÊT 

a. MATÉRIEL ET MÉTHODE DE CLONAGE 

Le kit commercial pGEM®-T Easy Vector Systems (PROMEGA®) a été employé pour le clonage 

de toute les bandes d’intérêt à l’exception de la bande d’intérêt du profil RAPD AP5. Pour cette 

dernière, le kit commercial ClonJET  PCR cloning Kit a été employé.  

 KIT COMMERCIAL PGEM®-T EASY VECTOR SYSTEMS (PROMEGA)  

Le vecteur linéarisé se termine par des thymines aux extrémités ce qui permet la ligation des 

amplicons de PCR classiques qui possèdent deux extrémités adénine. La cassette de résistance à 

l’ampicilline et celle de l’enzyme β-galactosidase permet de sélectionner les clones possédant le 

vecteur (résistant à l’ampicilline) et l’insert (déficient en β-galactosidase) sur un milieu supplémenté 

à l’ampicilline, à l’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside et au 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside, car les colonies sont de couleur blanche. 

Les colonies blanches ont été repiquées dans du milieu Luria Broth (LB) liquide avec 

ampicilline et conservées à -80°C avec 50% de glycérol. Les clones conservés ont été testés pour 

vérifier la présence de l’insert. Une PCR sur colonie a été réalisée en utilisant les amorces : 5’ AGA 

GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’ et 5’ TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’. Les conditions d’amplification 

étaient un cycle de 3 minutes à 96°C suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 1min à 54°C et 1min à 72°C et 

par une élongation finale de 5min à 72°C.  

 KIT COMMERCIAL CLONEJET   PCR CLONING KIT (FERMENTAS)  

Tout comme le Kit PGEM®-T Easy Vector Systems, le vecteur linéarisé se termine par des 

thymines aux extrémités ce qui permet la ligation des amplicons de PCR classique qui possèdent deux 

extrémités adénine. Le vecteur contient une cassette de résistance à l’ampicilline et un gène létal au 

niveau de l’insert. Les clones possédant le vecteur et l’insert sont donc les seules colonies visibles sur 

un milieu supplémenté en ampicilline.  

La souche bactérienne E. coli DH10B a été utilisée pour la transformation après avoir été 

rendue thermocompétente par traitement au chlorure de calcium (CaCl2). La solution de CaCl2 est 

composée de 60mM de CaCl2 et de 10mM PIPES. Une culture liquide d’E. coli en phase exponentielle 

de croissance a été mise sur glace 10 minutes puis centrifugée 7 minutes à 3000rpm à 4°C. Elle a 

ensuite été suspendue dans la solution de CaCl2 à 4°C et à nouveau centrifugée (5min à 2500rpm à 

4°C) et re-suspendue dans la solution de CaCl2 deux fois. La solution a été aliquotée et congelée à -

80°C après adjonction de 30% de glycérol dans les aliquotes. 

Les clones conservés ont été testés pour vérifier la présence de l’insert. Une PCR sur colonie 

a été réalisé avec les amorces commerciales pJET1.2 forward (5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) 

et reverse (5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’). Les conditions d’amplification étaient un cycle de 

3 minutes à 95°C suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 30s à 60°C et 1min/kb à 72°C, suivi par une 

élongation finale de 5 minutes à 72°C.  
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b. ANALYSE DES SÉQUENCES 

Deux clones par bande ont été séquencés. Tous les séquençages ont été réalisés à la 

plateforme de Géno Transcriptomique du GIGA de l’université de Liège. Les séquences ont été 

obtenues par la méthode de Sanger (Big Dye) sur un 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). 

Les séquences « forward et reverse » obtenues pour chaque bande en séquençage direct ont 

été alignées grâce au programme ContigExpress, un composant de Vector NTI advance 10.3.0 

(INVITROGEN) (Lu et Moriyama, 2004). Les clones séquencés pour chaque bande ou échantillon ont 

également été alignés par ContigExpress. Les séquences consensus ont ensuite été comparées dans 

des bases de données : « The Ribosomial Database Project » (Cole et al., 2007) et GenBank (Benson 

et al., 2007) par l’algorithme BLASTn (Altschul et al., 1990).  

Les séquençages directs des bandes d’intérêt de la DGGE de la région V3 n’ont pas permis de 

mettre en évidence une séquence de bonne qualité (présence d’un nombre important de doubles 

pics sur le chromatogramme et/ou une Evalue> e-5). A l’inverse, les séquences obtenues directement 

à partir des bandes d’intérêt de la DGGE sur les régions V6 à V8 possèdent des chromatogrammes 

réguliers, sans double pic et une E-value proche de zéro. 

Les séquences mises en évidence dans les bandes d’intérêt sont différentes en fonction des 

fractions. Aucune séquence spécifique aux inoculums positifs n’a été mise en évidence lors des 

séquençages des bandes d’intérêt. Les bactéries représentées dans ces différentes bandes sont des 

représentants des familles: Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Clostridiaceae et Enterococcaceae 

(tableau 12). 

Toutes les bandes séquencées à partir du profil de TEC4 montrent une identité élevée avec la 

famille Clostridiaceae, à l’exception d’une séquence d’entérobactérie. Le profil de RK501 était 

constitué uniquement de séquence d’Enterococcus et celui du surnageant uniquement de la famille 

Clostridiaceae. Le profil de TEM2 était quand à lui composé de diverses séquences, essentiellement 

de la famille Bacteroide et des entérobactéries. 

Les six bandes de RAPD6 séquencées après clonage ont permis la mise en évidence d’une 

séquence commune à toutes les bandes (numéro GenBank GQ202543). Comparée dans GenBank, 

cette séquence s’avère faire partie du gène yijP, gène très conservé chez Escherichia coli, Salmonella 

enterica, Neisseria sp, Escherichia fergusonii, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella sonnei et 

Shigella boydii. Ce gène code pour une protéine contenant trois domaines : un premier localisé dans 

la membrane cytoplasmique, un deuxième à fonction enzymatique de sulfatase et un troisième à 

fonction inconnue. La séquence mise en évidence (392pb) représente le deuxième tiers du gène. 

Cinq phases ouvertes de lecture sont présentes dans cette séquence mais une seule a une 

correspondance dans les banques de données. Il s’agit d’une séquence de 87 acides aminés (aa) qui 

correspond à la protéine yijP. 

Les six bandes d’intérêt de la RAPD AP5 séquencées après clonage ont permis la mise en 

évidence d’une séquence de 823pb commune à toutes les bandes (numéro GenBank GU951517). 

Cette séquence n’a aucune correspondance dans GenBank. Neuf phases ouvertes de lectures sont 

présentes dans cette séquences mais une seule a une correspondance dans les banques de données 

protéiques. Il s’agit d’une séquence de 112aa qui correspond à une hypothétique protéine 

d’Eggerthella lenta. 
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TABLEAU 12 : FAMILLES BACTERIENNES (ET ESPECE LA PLUS PROCHE D’APRES GENBANK) ASSOCIEES AUX BANDES D’INTERET DES PROFILS DE DGGE 

 TEM2 20% 30% 40% 50% CT RK501 TEC4 TEC3 

Région 
V3 

 (FJ367521 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (EU876657.1  
Uncultured 

Burkholderia sp)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ905450.2 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ905450.2 
Uncultured 
bacterium)  

Planococcaceae 
 

 (AM934693.1 
Bacillus sp.)  

 (FJ517041.1 
Uncultured 

Cytophagales)  
 

Enterobacteriaceae 
 

 (CP000946.1 
Escherichia coli)  

Bacillaceae 
 

 (EU146061.1 
Streptomyces 
clavuligerus)  

Région 
V6-V8  

 
Bande 1 

   

Enterobacteriaceae 
 

 (EF604150.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ818722.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ818722.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterococcaceae 
 

 (EU034531.1 
Enterococcus sp.)  

Clostridiaceae 
 

 (AF227826.1 
Clostridium sp.)  

Bacillaceae 
 

 (AY647284.1 
Bacillus 

bataviensis)  

Région 
V6-V8 

 
Bande 2 

   

Enterobacteriaceae 
 

 (EF604150.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ818722.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterobacteriaceae 
 

 (DQ818956.1 
Uncultured 
bacterium)  

Enterococcaceae 
 

 (EU034531.1 
Enterococcus sp.)  

Clostridiaceae 
 

 (AB298770.2 
Clostridiaceae 

bacterium)  

Bacillaceae 
 

 (AY647284.1 
Bacillus 

bataviensis)  
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5.  IDENTIFICATION DES SÉQUENCES D’INTÉRÊT DANS DES ÉCHANTILLONS DE TERRAIN 

Grâce aux comparaisons des différentes fractions par PCR aléatoire (RAPD) deux séquences 

d’intérêt ont été mises en évidence, R6B (396pb) et AP5 (788pb). Bien que ces séquences soient 

spécifiques aux inoculums de référence, leur lien étiologique avec l’EEL n’est en rien démontré. Une 

recherche de ces séquences sur des animaux de terrain présentant ou non des signes cliniques et 

lésions d’EEL ainsi que la recherche des bactéries porteuses de ses séquences devaient être réalisées. 

Une fois identifiée, la souche porteuse d’une de ces séquences a été inoculée à des lapins sensibles. 

De plus, les séquences bordant la séquence R6B ont été séquencées grâces à deux techniques de 

PCR. 

a. MISE AU POINT DES PCR POUR LES SEQUENCES R6B ET AP5 ET POUR LE GENE YIJP 

Les présences de la séquence R6B et du gène yijP ont également été recherchées par PCR 

dans les différentes fractions de TEC4 ainsi que chez les témoins négatifs. Les souches E. coli DH10B 

et HS ont été employées comme témoins positifs et la souche Staphylococcus aureus N315 comme 

témoin négatif pour la mise au point des deux PCRs. Le génome complet de ces souches étant 

disponible, la mise au point de la PCR in sillico était possible. Pour la séquence R6B, les séquences des 

amorces ont été déterminées et testées grâce au programme Vector NTI (INVITROGEN) : 5’ TGG TAT 

TGC GGG CGG TCA TC 3’ et 5’ ATA ATG CCT TGC CGC CGC TG 3’. Les conditions d’amplification étaient 

un cycle de 5 minutes à 94°C suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 30s à 68°C et 40s à 72°C, suivi par une 

élongation finale de 5 minutes à 72°C. Pour le gène yijP les amorces employées sont celles décrites 

par Kim et al. (2006) à savoir : 5’ GTT CTT ACT ATG AAT TCC ACA GAA G 3’et 5’ GCG TCA AGC TTC GCA 

TCC GGC AAA T 3’. Les conditions d’amplification étaient : un cycle de 5 minutes à 94°C suivi par 30 

cycles de 30s à 94°C, 1min à 65°C et 2min à 72°C, suivi par une élongation finale de 5 minutes à 72°C.  

Le gène complet yijP (environ 1800pb) n’a été retrouvé que dans TEM2, un témoin négatif. 

Bien entendu, cet échantillon positif pour le gène yijP complet l’était également pour la séquence 

R6B mais les fractions permettant la reproduction de la maladie ont également répondu 

positivement à la recherche de R6B, proportionnellement avec l’intensité des bandes présentes lors 

de la RAPD.  

La présence de la séquence AP5 a été recherchée par PCR dans les différentes fractions de 

TEC4 ainsi que chez les témoins négatifs. La souche Staphylococcus aureus N315 a été utilisée 

comme témoin négatif et un clone de la bande d’intérêt du profil RAPD a été utilisé comme témoin 

positif pour la mise au point. Les séquences des amorces ont été déterminées et testées grâce au 

programme Vector NTI (INVITROGEN) : 5’ TGC GTG GTC AAG GCC GTT GT 3’ et 5’ TGA GCG ACG TTC 

TTG CCG CT3’. Les conditions d’amplification étaient : un cycle de 5 minutes à 94°C suivi par 35 cycles 

de 30s à 94°C, 30s à 65°C et 1min à 72°C, suivi par une élongation finale de 5 minutes à 72°C. 

La séquence AP5 a été amplifiée par la PCR dans toutes les fractions du TEC4 y compris les 

non virulentes et dans TEM2. 

b. ECHANTILLONS 

Cent septante-six prélèvements de 25g de contenus caecaux ont été effectués sur des 

animaux d’élevage autopsiés dans le Secteur Clinique Aviaire, des Rongeurs et Lagomorphes qu’ils 

présentent ou non des lésions d’entéropathie épizootique du lapin. Les données concernant la 
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présence d’EEL (dilatation gazeuse du tractus digestif y compris l’estomac), de pathologie digestive 

autre que l’EEL (autres lésions du tractus digestif), la présence de Clostridium spiroforme (plus de 3 

champs sur 5 lors d’une observation de la flore digestive par coloration de Gram), d’Escherichia coli 

(colibacillose ou colidysbactériose) ou de plus de 5000 ookystes d’Eimeria spp par gramme de 

matière fécale ont été relevées et sont présentées au tableau 13. Les prélèvements ont été stockés à 

-20°C dans des conditions connues pour préserver le (s) agent (s) infectieux responsable (s) de l'EEL. 

La présence du gène yijP ainsi que des séquences R6B et AP5 a été recherchée dans 176 

prélèvements par PCR selon les méthodes décrites plus haut. 

TABLEAU 13 : RESUME DES DIFFERENTES LESIONS ET PATHOGENES RETROUVES LORS DES AUTOPSIES SUR LES ANIMAUX PRELEVES 

 
EEL 

clinique 

Autres 
lésions 

digestives 
E. coli Eimeria spp 

Clostridium 
spiroforme 

Autres 
lésions* 

Nombre 
d’animaux 

atteints 
46 76 92 60 33 5 

* Autres lésions = pneumonie, péricardite, emphysème et péritonite 

La présence des séquences R6B (en absence de yijP) et AP5 ont été comparées par des tests 

de chi carré avec les autres paramètres enregistrés à savoir : présence d’EEL, présence de pathologie 

digestive autre que l’EEL, présence d’E. coli, présence de Clostridium spiroforme et plus de 5000 

ookystes/g de matière fécale (tableau 14). La présence d’AP5 est moins souvent remarquée chez les 

animaux ne souffrant pas de pathologie digestive. L’absence de R6B est plus fréquente chez les lapins 

porteurs de Clostridium spiroforme. La présence de R6B en l’absence de yijP est plus souvent 

remarquée lorsque le lapin est porteur d’E. coli. 

TABLEAU 14 : RELATIONS ENTRE LA PRESENCE DES SEQUENCES D’INTERET ET LA PRESENCE DE L’EEL, D’AUTRES PATHOLOGIES 

DIGESTIVES ET DE CERTAINS PATHOGENES. 

 AP5 R6B 

EEL NS NS 
Pathologie digestive autre que EEL P= 0,0341 NS 
Escherichia coli (> à 105 CFU/g)  NS P<0,001 
Eimeria spp > 5000 ookystes/g de matière fécale NS NS 
Clostridium spiroforme (> à 3 champs/5)  NS P= 0,0011 

NS : non significatif 

Il n’y a cependant aucun lien significatif entre la présence des séquences AP5 ou R6B avec l’EEL 
comme montré aux tableaux15 et 16. 

TABLEAU 15 : REPARTITION DES ECHANTILLONS EN FONCTION DE LA PRESENCE D’EEL ET DES SEQUENCES D’INTERET AP5 OU R6B 

 R6B+ R6B-   AP5+ AP5- 

EEL+ 19 15  EEL+ 19 27 
EEL- 57 59  EEL- 62 68 
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TABLEAU 16 : REPARTITION DES ECHANTILLONS EN FONCTION DE LA PRESENCE D’EEL ET DES SEQUENCES D’INTERET AP5 ET R6B 

 AP5 + R6B + AP5 + R6B - AP5 - R6B + AP5 - R6B - 

EEL + 8 6 11 9 
EEL - 28 26 29 33 

 

c. IDENTIFICATION DES SOUCHES PORTEUSES DES SEQUENCES R6B ET AP5 

Dix microlitres de TEC4, 50% et RK501 ont été ensemencés sur différents milieux solides 

(gélose Columbia au sang de mouton, Mac Conkey, Muller Hinton, Rapid’Sal, OPSP, Chapman, 

Polcam, Schaedler, Edward, Slanetz et Bartley, CCDA, chocolat et gélose cœur-cervelle) ou liquides 

(LB, BHI, SOC, Preston, Tryptone Soya, Sélénite, Rappaport-vassiliadis) en aérobiose et anaérobiose, 

pendant 24h à 37°C. Des PCR spécifiques aux séquences R6B et AP5 ont ensuite été réalisées sur 

l'ensemble des colonies présentes sur une boîte après raclage de la masse bactérienne ayant poussé 

sur ces différents milieux ou dans 1µL de bouillon. Ces PCR spécifiques ont ensuite été réalisées sur 

les colonies isolées des cultures répondant positivement à la première PCR sur raclage. Les colonies 

positives à une PCR spécifique ont été identifiées par les procédures standard (Barrow et Feltham, 

1993). L'identification finale a été effectuée au moyen de galeries API® (BioMérieux) selon les 

instructions du fabricant. Un séquençage du gène 16SrDNA de la souche mise en évidence a 

également été effectué. 

Seules les géloses au sang de mouton et le milieu Rapid’Sal cultivés en anaérobiose ont 

permis l'obtention d'une réponse positive à la PCR spécifique R6B. Parmi les différentes colonies 

pures obtenues, deux se sont révélées positives lors des PCRs. Ces deux souches ont été identifiées 

comme Staphylococcus epidermidis. Cette identification a été confirmée par séquençage du gène 

16SrDNA. Ce résultat est d'autant plus intéressant que le génome entièrement séquencé pour cette 

espèce bactérienne ne contient aucune séquence semblable à R6B. Un séquençage du produit de 

PCR spécifique R6B à partir de cette souche a été effectué et a confirmé que la séquence présente 

dans cette souche de Staphylococcus epidermidis est bien identique à celle mise en évidence dans les 

bandes d’intérêt de la RAPD. 

Les raclages des colonies ayant poussé sur géloses Chapman et Slanetz et Bartley ainsi que 

dans le bouillon Tryptone soja ont répondu positivement à la PCR AP5. A l’inverse aucune des 

colonies isolées de ces milieux ne répond positivement à la PCR. Par contre, un raclage autour des 

colonies est lui positif à la PCR. Ceci laisse supposer que la bactérie porteuse de cette séquence survit 

sur les géloses sans pour autant produire de colonie individualisée visible dans les conditions de 

culture utilisées. 

d. INOCULATION DU STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS R6B+ 

L’inoculation de la souche Staphylococcocus epidermidis R6B+ a été réalisée en même temps 

que celle des fractions acides (page 58).  

Trente-sept lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 5 semaines ont été inoculés. Dix-huit 

lapins avec 500µL d'une culture de Staphylococcus epidermidis R6B+ de 24h dans du LB et 19 autres 

lapins ont servi de témoins négatifs en recevant 500µL de contenu caecal de lapin sain. Un suivi 

clinique quotidien des animaux a été effectué sur la base du nombre de lapins atteints de diarrhée et 
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sur base du taux de mortalité. Les animaux ont été pesés 8 et 2 jours avant l’inoculation puis à J0, J1, 

J2, J5, J8 et J12 après inoculation.  

Les signes cliniques et les lésions macroscopiques classiques n’ont pas été reproduits. La 

courbe d’évolution des GQM est présentée à la figure 20. Les GQM des lots témoin et inoculé avec la 

souche de Staphylococcus epidermidis ne montrent aucune différence significative. Aucune 

morbidité, ni mortalité n’ont été observées ni pour le lot Staphylococcus epidermidis, ni pour le lot 

témoin. 

FIGURE 20 : EVOLUTION DES GQM LORS DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES LA SOUCHE DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

PORTEUSE DE R6B 

 

e. CLONAGE DE GENE YIJP-LIKE DU TEC4 

 PCR INVERSE 

L’ADN génomique extrait du TEC4 a été restreint avec l’enzyme Hae III (enzyme ne clivant pas 

le fragment R6B) à raison de 1U d’enzyme par µg d’ADN pendant 1h à 37°C puis inactivé pendant 

20min à 65°C. Une ligation avec une ligase T4 avec forte dilution (1/100) du produit de restriction a 

été réalisée afin que le segment contenant R6B se lie sur lui-même. Une PCR a ensuite été réalisée 

sur le produit de ligation avec comme amorces l’inverse des amorces R6B classiques c'est-à-dire 

5’ GAT GAC CGC CCG CAA TAC CA 3’ et 5’ CAG CGG CGG CAA GGC ATT AT ‘3. Les conditions 

d’amplification étaient : un cycle de 5 minutes à 94°C suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 2min à 65°C et 

2min à 72°C, suivi par une élongation finale de 5 minutes à 72°C. Les produits de PCR obtenus ont été 

visualisés sur un gel d’agarose à 1% puis séquencés. Des amplifications de très petites tailles (environ 

50pb) ont été visualisées mais leurs longueurs étaient insuffisantes pour être séquencées. 

 ARBITRARY PRIMED - PCR (AP-PCR)  

Une AP-PCR a été réalisée pour séquencer de part et d’autre le fragment R6B à partir de 

l’ADN génomique extrait du TEC4 (figure 21). Le protocole de Knobloch et al. (2003) a été utilisé. 

Brièvement, deux premières PCR (appelées AP-PCR F1 et AP-PCR R1) ont été réalisées grâce à des 

amorces aléatoires et des amorces internes au fragment R6B conçues grâce au programme Vector 

NTI (INVITROGEN) (tableau 17). La PCR a été réalisée en plusieurs étapes : une première 

dénaturation à 95°C pendant 5min, 6 cycles de 30s à 94°C, 30s à 30°C, 1min à 72°C, 30 cycles à 30s à 

94°C, 1min à 65°C, 2min à 72°C et 5min à 72°C. Les amplicons ont été purifiés par le NucleoSpin® 
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Extract II (MACHEREY-NAGEL). Les produits purifiés de l’AP-PCR F1 et R1 ont respectivement servi de 

modèle pour l’AP-PCR F2 et R2 dont les amorces sont détaillées au tableau 17. Les conditions 

d’amplification étaient : un cycle de 5min à 95°C suivi par 30 cycles de 30s à 94°C, 1min à 65°C et 

2min à 72°C, suivie par une élongation finale de 5min à 72°C. Les produits de PCR obtenus ont été 

visualisés sur un gel d’agarose 1% puis séquencés. 

TABLEAU 17 : AMORCES UTILISEES POUR LES AP-PCR 

PCR 
Nom de 
l’amorce 

Séquence de l’amorce (5’  3’)  

AP-PCR F1 
STAPHarb1 GGC CAC GCG TCG ACT AGT CAN NNN NNN NNN GAT AT 

R6Bint F TGA TGA AAC AGG CGG GTT AT 

AP-PCR F2 
arb3 GGC CAC GCG TCG ACT AGT CA 

R6B F TGG TAT TGC GGG CGG TCA TC 

AP-PCR R1 
STAPHarb1 GGC CAC GCG TCG ACT AGT CAN NNN NNN NNN GAT AT 

R6Bint R TTA AAC ACG GTC AGA TTC GG 

AP-PCR R2 
arb3 GGC CAC GCG TCG ACT AGT CA 

R6B R ATA ATG CCT TGC CGC CGC TG 

 

Les séquences mises en évidence (78pb en forward et 297pb en reverse) correspondent au 

gène yijP, indiquant la présence de minimum 787pb sur 1746pb du gène dans le TEC4 (100% 

d’identité). Neuf phases ouvertes de lecture sont présentes dans cette séquence mais une seule a 

une correspondance dans les banques de données. Il s’agit d’une séquence de 208aa qui correspond 

à nouveau à la protéine yijP. 
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FIGURE 21 : SCHEMA EXPLICATIF DES AP-PCR F1 ET F2 SUR L’ADN GENOMIQUE EXTRAIT DU TEC4 
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6.  APPLICATION DE LA DGGE SUR DES MATIÈRES FÉCALES DE LAPINS INOCULÉS AVEC 

TEC4 ET DES TÉMOINS NÉGATIFS 

Parallèlement à l’étude approfondie des séquences d’intérêt, l’évolution des flores fécales 

des lapins sains et inoculés a été comparée par DGGE pour identifier l’agent responsable de l’EEL. 

Une inoculation de TEC4 a permis de collecter des échantillons de matières fécales et de sang sur 

EDTA en cours de développement de la maladie. Cette inoculation et les analyses en découlant ont 

été baptisées « protocole avant-après ». Parallèlement, l’amplification du gène 16SrDNA a été 

réalisée sur des extractions génomiques des prélèvements sanguins pour confirmer une bactériémie 

en phase précoce.  

a. INOCULATION ET PRÉLÈVEMENTS 

Trente-six lapereaux néo-zélandais EOPS âgés de 5 semaines ont été inoculés. Dix-huit lapins 

ont été inoculés avec 500µL de TEC4 dans le but de récolter des échantillons de matières fécales et 

de sang en cours de maladie expérimentale. Dix-huit autres lapins ont servi de témoins négatifs en 

recevant 500µL de contenu caecal de lapin sain.  

Les prélèvements réalisés sur dix animaux inoculés et dix témoins négatifs étaient: 5mL de 

sang sur tube sec à J0, J7, J14, J21 et J28, 2mL de sang sur tube EDTA à J0, J1, J2 et J3 et récolte des 

matières fécales (4 crottes) de J0 à J7, J10 et J14. 

Un lapereau inoculé avec TEC4 a été retrouvé mort à J1. Sur base des lésions macroscopiques 

visibles lors de l’autopsie réalisée, une hémorragie interne a été retenue comme étant la cause la 

plus probable de la mort. Les mesures de poids relatives à ce lapin ont été écartées pour la suite des 

analyses. Les signes cliniques et les lésions classiques ont été reproduits dans le lot inoculé avec 

TEC4. La mortalité et la morbidité ont été respectivement de 17% et 85%. La courbe d’évolution du 

GQM est présentée à la figure 22.  

FIGURE 22 : EVOLUTION DES GQM LORS DE L’INOCULATION DE LAPINS SENSIBLES AVEC TEC4 

 

b. COMPARAISON DES FLORES FÉCALES 

L’ADN total contenu dans les matières fécales récoltées à J0, J2, J4, J7, J10 et J14 de trois 

lapins inoculés et trois lapins sains pendant l’inoculation de TEC4 a été extrait et les régions V3 et V6-
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V8 du gène 16SrDNA amplifiées et visualisées sur des gels de DGGE selon les protocoles décrits plus 

haut (chapitre II point 2.  page 66).  

Les gels ont été standardisés et la présence des bandes confirmée selon la densitométrie 

grâce au logiciel BioNumerics (APPLIED MATHS). Le clustering a été réalisé en suivant le coefficient 

de Dice avec optimisation et avec une tolérance de 1%. La présence ou l’absence de chaque bande 

ont été comparées entre les lapins sains et malades grâce à des tests de Fisher. Une analyse 

statistique du nombre de bandes présentes dans les profils a été réalisée en utilisant le modèle 

MIXED (données répétées avec comme effet le jour, le traitement et l'interaction entre les deux). Un 

test de chi carré a été réalisé afin de vérifier le lien potentiel entre le nombre de bandes et les lapins. 

Les profils calculés par densitométrie grâce au logiciel BioNumerics ont été analysés par le 

programme StatFingerprints (Michelland et al., 2009). Des graphiques d’ordinations ont été réalisés 

par les méthodes de « principal component analysis » (PCA) et « random starts nonmetric 

multidimensional scaling » (nMDS). Une analyse de similarité (ANOSIM) a été réalisée pour évaluer 

les effets de l’inoculation (jour de prélèvement) et du lapin prélevé.  

Les différents gels standardisés sont présentés aux figures 23 et 24. Les profils de la région V3 

contiennent entre 10 et 39 bandes par échantillons (51 différentes) tandis que les régions V6-V8 

contiennent entre 6 et 32 bandes par échantillons (42 différentes).  

FIGURE 23 : EVOLUTION DES PROFILS DE DGGE DES REGIONS V6-V8 DE LA FLORE FECALE DE LAPINS INOCULES AVEC LE TEC4 ET DES 

TEMOINS NEGATIFS D'INOCULATION 
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FIGURE 24 : EVOLUTION DES PROFILS DE DGGE DE LA REGION V3 DE LA FLORE FECALE DE LAPINS INOCULES AVEC LE TEC4 ET DES 

TEMOINS NEGATIFS D'INOCULATION 

 

L’évolution du nombre de bandes par jour est présentée à la figure 25 pour les profils de la 

région V3 et la figure 26 pour les profils des régions V6-V8. Aucune bande n'est significativement 

plus, ou moins, présente chez les inoculés que chez les témoins. Les profils et nombre de bandes sont 

liés au lapin (p<0,05 pour la région V3, p= 0,09 pour les régions V6-V8) et non à l’inoculum ou au jour 

du prélèvement. En conclusion, aucune bande d’intérêt n’a été mise en évidence. Néanmoins, les 

bandes apparaissant à J2 chez les lapins malades ont été séquencées 

FIGURE 25 : EVOLUTION DU NOMBRE MOYEN DE BANDES PRESENTES DANS LES PROFILS DE DGGE DE LA REGION V3 EN FONCTION 

DES JOURS POST INOCULATION 
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FIGURE 26 : EVOLUTION DU NOMBRE MOYEN DE BANDES PRESENTES DANS LES PROFILS DE DGGE DES REGIONS V6-V8 EN 

FONCTION DES JOURS POST INOCULATION 

 

L’étude par StatFingerprints permet d’affirmer que les différences entre profils ne sont pas 

liées au jour de prélèvement ou au statut sanitaire (inoculés ou non). Par contre, les profils des lapins 

morts d’EEL sont très proches l’un de l’autre dans les graphiques d’ordination des profils de la région 

V3 aussi bien par la méthode de PCA (figure 27) que de nMDS (figure 28) mais pas dans ceux des 

régions V6-V8. L’effet lapin calculé en fonction du nombre de bandes est également retrouvé dans 

l’étude ANOSIM des profils aussi bien pour la région V3 (R=0,722, p=0.000999) que pour les régions 

V6-V8 (R=0,6269, p=0,000999).  

En conclusion de l’analyse de StatFingerprints, la variabilité est essentiellement expliquée par 

un effet lapin. Il n’y a pas d'effet jour quel que soit le lot, ni d'effet inoculation. Les lapins morts se 

distinguent des autres lapins en considérant la région V3 uniquement. La région V3 est a priori plus 

discriminante que la V6 sur l'effet lapin. 

Les bandes apparaissant à J2 chez les lapins inoculés ont été clonées grâce au kit commercial 

ClonJET  PCR cloning Kit (page 71). Le séquençage et l’analyse des séquences ont été réalisés 

comme décrits plus haut (page 72)  

Aucun genre particulier ne semble lié à l’apparition des bandes sur les gels de DGGE au 

deuxième jour. Les phyla, genres et premières correspondances dans GenBank sont présentés pour 

chaque clone au tableau 18. Sur les 20 clones envoyés, 2 faisaient partie des entérobactéries (phylum 

Proteobacteria), 11 du phylum Firmicutes, 6 du phylum Bacteroidetes et un du phylum 

Verrucomicrobia. Les bactéries du phylum Firmicutes semblent donc se développer plus facilement 

en phase aiguë de la maladie. Cette conclusion a déjà été faite grâce aux cultures traditionnelles mais 

pourrait être biaisée, dès le départ, car 90% des espèces bactériennes de la flore digestive commune 

du lapin sont du phylum Firmicutes. 
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FIGURE 27 : ORDINATION DES PROFILS DE DGGE DE LA REGION V3 DE LAPINS INOCULES (E), TEMOINS (T) ET MORTS D’EEL (M) 

PAR LA METHODE DE PCA 

 

FIGURE 28 : ORDINATION DES PROFILS DE DGGE DE LA REGION V3 DE LAPINS INOCULES (E), TEMOINS (T) ET MORTS D’EEL (M) 

PAR LA METHODE DE PCA 
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TABLEAU 18 : PHYLA, GENRES ET PREMIERES CORRESPONDANCES DANS GENBANK DES CLONES DES BANDES APPARAISSANT A J2 

POST INOCULATION 

Région Phylum RDP Genre RDP 1er hit GenBank 

V6-V8 Firmicutes 
Firmicutes 

Lachnospiraceae  
Subdoligranulum  

EU464984.1 Uncultured bacterium 
EU764682.1 Uncultured bacterium 

V6-V8 Bacteroidetes 
Bacteroidetes 

Ruminococcaceae  
Alistipes  

EU462661.1 Uncultured bacterium 
EU764925.1 Uncultured bacterium 

V6-V8 Firmicutes 
Firmicutes 

Brevibacillus  
Leuconostoc  

EU771937.1 Uncultured bacterium 
EU638458.1 Uncultured Brevibacillus 

V6-V8 Firmicutes 
Proteobacteria 

Leuconostoc 
Enterobacter  

EU771937.1 Uncultured bacterium 
GQ179978.1 Enterobacter hormaechei 

V6-V8 Bacteroidetes 
Bacteroidetes 

Bacteroides  
Bacteroides 

FJ959576.1 Uncultured bacterium 
FJ959576.1 Uncultured bacterium 

V6-V8 Proteobacteria 
Bacteroidetes 

Shigella  
Bacteroides 

EU471243.1Uncultured bacterium 
FJ959576.1 Uncultured bacterium 

V3 Firmicutes 
Firmicutes 

Bryantella  
Bryantella 

EU777919.1 Uncultured bacterium 
EU777919.1 Uncultured bacterium 

V3 Firmicutes 
Bacteroidetes 

Lachnospiraceae  
Ruminococcus 

EF096946.1 Uncultured bacterium 
FJ028745.1 Uncultured rumen bacterium 

V3 Firmicutes 
Firmicutes 

Lachnospiraceae  
Lachnospiraceae 

EU791042.1 Uncultured bacterium 
GQ298269.1 Uncultured bacterium 

V3 Firmicutes 
Verrucomicrobia 

Moryella  
Akkermansia  

GQ298269.1 Uncultured bacterium 
DQ795031.1 Uncultured bacterium 

 

7.  MISE EN ÉVIDENCE D’UNE BACTÉRIÉMIE POTENTIELLE 

L’ADN génomique a été extrait des prélèvements de sang réalisés sur tube EDTA de J0 à J3 

lors d’une inoculation de TEC4 grâce au QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®). L’amplification de la 

séquence ITS (Internal Transcribed Spacer) entre le 16SrDNA et le 23SrDNA a été réalisée grâce aux 

amorces ITSF (5’ GTC GTA ACA AGG TAG CCG TA 3’) et ITSReuB (5’ GCC AAG GCA TCC ACC 3’) et au 

protocole décrits par Cardinale et al(2004). Différentes températures d’appariement ont été testées : 

55°C, 57°C, 59°C et 61°C. Les conditions d’amplification étaient : un cycle de 3 minutes à 94°C suivi 

par 30 cycles de 45s à 94°C, 1min à l’une des températures d’appariement testées et 2min à 72°C, 

suivi par une élongation finale de 7 minutes à 72°C. Malgré les différentes températures 

d’appariement utilisées, l’ADN eucaryote de lapin présent dans les extractions à partir des 

prélèvements de sang est systématiquement amplifié par la PCR ITS. Cette méthode ne permet donc 

pas d’étudier une éventuelle bactériémie. 

Les amplifications du gène 16SrDNA et des régions V6-V8 ont été réalisées selon les 

protocoles présentés plus haut (chapitre II point 1 et point 2). Sur les 106 prélèvements testés, trois 

étaient positifs à la PCR ciblant le gène 16SrDNA. Il s’agit des prélèvements de deux lapins inoculés à 

J2. Aucune amplification n’a été constatée sur les échantillons du groupe contrôle. Le séquençage 

direct des produits de PCR ne permettant pas d’obtenir des chromatogrammes corrects (présence de 

doubles pics), un clonage sur le gène 16SrDNA en entier et sur les régions V6-V8 a été réalisé. Sur les 

trois échantillons ensemencés, deux ont permis la mise en évidence d’une culture pure. Une souche 

de Staphylococcus pasteuri et une de Bacillus sp. ont été identifiées et leurs gènes 16SrDNA ont été 

séquencés pour confirmation de l’identification. Parmi les trois lapins positifs à J2, l’un (cage 18) est 

le lapin ayant eu la plus grosse chute de poids ce jour-là mais les deux autres (cage 11 et cage 13) 
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n’ont pas eu de chute de poids particulière. Aucun des trois lapins n’a présenté de signes cliniques 

(diarrhée, mucus,…) ce jour-là. 

Les amplicons 16SrDNA obtenus à partir des échantillons de sang ont été clonés grâce au kit 

commercial ClonJET  PCR cloning Kit comme décrit plus haut (voir page 71), ainsi que le séquençage 

et l’analyse des séquences (voir page 72)  

Les différents clones du gène 16SrDNA et des régions V6-V8 permettent de démontrer la 

présence de plusieurs souches bactériennes. Les genres identifiés par la base de données Ribosomal 

Database Project (RDP) pour les différents clones sont présentés au tableau 19.  

Une mise en culture des prélèvements positifs à également été réalisée. Les espèces mises 

en évidence ont été identifiées suivant les procédures standard et leur gène 16SrDNA a été séquencé 

pour confirmation de l’identification. Les espèces cultivées sont présentées au tableau 19. 

TABLEAU 19 : GENRES DES DIFFERENTS CLONES DU GENE 16SRDNA ET DES REGIONS V6-V8 AMPLIFIEES A PARTIR DES EXTRACTIONS 

DE SANG AINSI QUE DES SOUCHES CULTIVEES. 

Echantillon 16S ADN total V6-V8 ADN total 16S de la souche cultivée 

Cage 11 
inoculé 

Moraxellaceae 
Alysiella 

Aerococcus Bacillus 

Cage 13 
inoculé 

Staphylococcus 
Granulicatella 

Corynebacterium 
Propionibacterium 

Staphylococcus 

Cage 18 
inoculé 

Staphylococcus 
Haemophilus 

Corynebacterium 
Actinobacillus 
Granulicatella 

Pas de souche cultivée 
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III. COMPARAISON DES FRACTIONS PAR PYROSEQUENÇAGE 

Six fractions différentes (tableau 20) ont été comparées par une technique de séquençage à 

ultra haut débit (HT-sequencing) en utilisant le système « Roche FLX Genome Sequencer » combiné 

avec le « Titanium Chemistry ». L’ADN total de ces six fractions a été extrait en utilisant le QIAamp 

DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®) selon les recommandations du fabricant. Le reste des manipulations a 

été effectué par la société DNA Vision. Brièvement, les régions V5 à V6 du gène 16SrDNA ont été 

amplifiées. Les amplicons de chaque fraction ont été marqués différemment grâce à des séquences 

nucléotidiques différentes (tags). Après dosage, les amplicons ont été mélangés en équimolaire et 

chargés sur un huitième de plaque du « Roche FLX Genome Sequencer ». 

TABLEAU 20 : FRACTIONS SELECTIONNEES POUR LE HT-SEQUENCING 

Nom de la fraction Virulence Raison justifiant le choix de la fraction 

TEC4 +++ Inoculum le plus virulent 

TEC3 ++ Inoculum très virulent de la génération précédant le TEC4 

50% ++ Un des fractionnements les plus intéressants voir chapitre I 

TEPH +++ Pas d’Enterococcus faecium 

50PH +/- Flore pauvre, pas d’Enterococcus faecium voir chapitre I point 0 

TEM4 - Témoin négatif  

 

Les séquences retenues pour analyse devaient répondre aux conditions suivantes : une taille 

supérieure à plus de 50pb sans les amorces ni les tags, pas plus d’un mésappariement dans ceux-ci et 

un maximum de 2 bases non déterminées (N). Les séquences retenues ont ensuite été comparées 

dans les bases de données existantes pour être identifiées jusqu’au genre bactérien. Deux 

dendrogrammes ont été construits grâce au script hclust du logiciel R 

(http://sekhon.berkeley.edu/stats/html/hclust.html) basés pour le premier sur les phyla identifiés et 

pour le deuxième sur les genres identifiés. Les séquences obtenues ont été alignées grâce à muscle 

v3.7(Edgar, 2004) et converties au format PHYLIP. La biodiversité et l’index de richesse ont été 

calculés pour chaque échantillon grâce au programme MOTHUR (Schloss et al., 2009).  

Brièvement, un OTU ou Operational Taxonomic Unit est un groupe (un cluster) de séquences 

dont l’inter-distance est inférieure à 3% (valeur permettant une estimation des OTU la plus proche 

du nombre d’espèces (Huse et al., 2007)). La richesse est estimée par l’index Chao1 et est 

directement reliée au nombre d’OTU observées suivant la formule ci-dessous :  

 

Avec Sobs égale au nombre d’espèces observées, n1 le nombre de séquences uniques et n2 le 

nombre de doublons (Hughes et al., 2001). 

La biodiversité est estimée par l’index non paramétrique de Shannon (Np shannon) et 

dépend de la manière dont les séquences sont réparties dans les OTU observées. La formule utilisée 

pour calculer est celle décrite par Chao et Shen (http://www.mothur.org/wiki/Npshannon)  

http://sekhon.berkeley.edu/stats/html/hclust.html
http://www.mothur.org/wiki/Npshannon
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Avec , , = le nombre de séquences dans l’OTU «  », = le nombre de 

séquences dans l’échantillon et  = le nombre total d’OTU de l’échantillon. 

Un nombre total de 16 851 séquences a été retenu pour l’analyse. La taille moyenne des 

séquences obtenues est de 205pb et la plus grande séquence obtenue est de 584pb. Le nombre de 

séquences de qualité obtenues pour chaque fraction est présenté au tableau 21. 

TABLEAU 21 : NOMBRE DE SEQUENCES OBTENUES POUR CHAQUE ECHANTILLON ET POURCENTAGE DES SEQUENCES IDENTIFIEES AU 

PHYLUM ET AU GENRE 

Nom de la 
fraction 

Nombre de séquences  
(% par rapport au total) 

% de séquences 
identifiées au phylum 

% de séquences 
identifiées au genre 

TEC3 4530 (15%) 95% 74% 

TEC4 4659 (16%) 98% 66% 

50% 3982 (13%) 95% 60% 

TEPH 5168 (17%) 99% 65% 

50PH 4839 (16%) 96% 61% 

TEM4 6374 (22%) 98% 37% 

 

Les phyla présents dans les échantillons sont présentés au tableau 22. Le nombre de genres 

identifiés dans chaque échantillon et les genres dominants dans chaque échantillon sont 

respectivement présentés au tableau 23 et à la figure 29. 

TABLEAU 22 : NOMBRE DE SEQUENCES ASSOCIES AUX DIFFERENTS PHYLA IDENTIFIES 

Phylum TEC3 TEC4 TEPH 50% 50PH TEM4 

Firmicutes 4026 2661 4487 3070 3132 5654 
Bacteroidetes 209 1147 235 476 1158 521 

Proteobacteria 11 683 355 194 308 7 
Actinobacteria 45 79 35 42 36 34 
Fusobacteria 0 3 1 0 1 0 
Tenericutes 2 0 1 0 0 0 

Nombre de séquences identifiées 4293 4573 5114 3782 4635 6216 

 

TABLEAU 23 : NOMBRE DE GENRES IDENTIFIES DE MANIERE CERTAINE DANS LES DIFFERENTS ECHANTILLONS 

 TEC3 TEC4 TEPH 50% 50PH TEM4 

Nbr genres 44 54 57 69 86 35 
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FIGURE 29 : REPARTITION DES GENRES MAJORITAIRES DANS LES DIFFERENTS ECHANTILLONS 

 

Les dendrogrammes basés sur les phyla identifiés et les genres identifiés dans chaque 

échantillon sont respectivement présentés aux figures 30 et 31. 

FIGURE 30 : DENDROGRAMME CALCULE EN FONCTION DES PHYLA IDENTIFIES 

 

FIGURE 31 : DENDROGRAMME CALCULE EN FONCTION DES GENRES IDENTIFIES 
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Le nombre d’OTUs, la richesse (Chao1) et l’index de biodiversité (Np shannon) de chaque 

échantillon sont présentés au tableau 24. L’effet du nombre de séquences obtenues sur le nombre 

d’OTU identifiés est présenté à la figure 32. 

TABLEAU 24 : OTU, INDEX DE BIODIVERSITE ET DE RICHESSE 

 Nbr d’OTUs Chao1 Np shannon 

TEPH 2101 4811,70 7,29 
50PH 2238 5796,62 7,48 
TEC4 1411 2604,61 6,74 
TEC3 1261 2636,15 6,51 
TEM4 1994 3505,35 7,16 
50% 1914 4777,16 7,37 

 

FIGURE 32 : NOMBRE D’OTU IDENTIFIES EN FONCTION DU NOMBRE DE SEQUENCES OBTENUES (COURBE DE RAREFACTION)  
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IV. RESUME DES RESULTATS  

 LES FRACTIONNEMENTS 

Comme présenté au tableau 25, les fractions virulentes les plus intéressantes sont : la 

fraction 50% qui met en évidence le plus d’espèces, la fraction DOX qui a les UFC/mL les plus faibles, 

la fraction RK501 qui ne contient plus de bactérie Gram négative et la fraction TEPH qui est exempte 

d’E. faecium.  

 COMPARAISONS DES FRACTIONS PAR DES TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 

Les profils ARDRA n’ont pas permis la mise en évidence d’une bande d’intérêt malgré les 22 

enzymes étudiées.  

Trois bandes d’intérêt ont été mises en évidence par les profils de DGGE mais aucune 

séquence consensus n’a été trouvée. Donc, aucune séquence d’intérêt n’a pu être retenue. 

Enfin, grâce aux profils de RAPD, deux bandes d’intérêt correspondant à deux séquences de 

392pb (R6B) et 788pb (AP5) ont été découvertes. La séquence R6B est contenue dans le gène yijP 

d’après les bases de données existantes tandis que la séquence AP5 n’a aucune correspondance dans 

ces mêmes banques de données. La séquence R6B est présente dans le TEC4 et les fractions 

virulentes de celui-ci. Pourtant, le gène yijP n’est pas présent dans son entièreté même si plus de 

787pb sur les 1746pb du gène ont été séquencées à partir du TEC4. D’après les analyses des 

prélèvements de terrains, la présence de R6B (en l’absence d’yijP) n’est significativement pas liée à la 

présence de l’EEL. Une souche de Staphylococcus epidermidis porteur de cette séquence est présente 

dans le TEC4 mais son inoculation ne permet pas de reproduire la pathologie. Le lien étiologique 

entre la séquence R6B et l’entéropathie n’est pas confirmé. 

La séquence AP5 est présente dans toutes les fractions du TEC4, y compris les non virulentes. 

Aucun lien statistique ne relie la présence de cette séquence avec la présence de l’EEL. L’espèce 

porteuse de cette séquence dans le TEC4 n’a pas pu être identifiée. L’analyse de la flore fécale de 

lapins présentant des signes d’EEL et des lapins témoins par DGGE ne permet pas de mettre en 

évidence des bandes liées à la présence de la pathologie. Les profils des flores fécales sont liés au 

lapin et non à l’état sanitaire ou au jour. Parmi les bandes apparaissant au second jour après 

inoculation, jour où les matières fécales deviennent virulentes pour les autres animaux, aucun 

consensus de genre ou même de phylum n’a été découvert. 

Une phase de bactériémie transitoire a été retrouvée chez 3 lapins inoculés sur les 18 mais 

chez aucun témoin. Plusieurs espèces sont présentes dans chaque prélèvement positif à la PCR 

16SrDNA.  

 LE PYROSEQUENÇAGE DE SIX FRACTIONS SELECTIONNEES 

Un total de 16 851 séquences a été retenu pour l’analyse, c’est-à-dire entre 4000 et 6300 

pour chaque fraction. Dans toutes les fractions, les phyla Firmicutes et les Bacteroidetes sont les plus 

représentés. Entre 35 (TEM4) et 86 (50PH) genres ont été identifiés dans les fractions. Les 

dendrogrammes construits ne regroupent pas les fractions en fonction de leur virulence. Enfin, les 

courbes de raréfactions n’atteignent pas le traditionnel plateau, suggérant que la richesse des 

échantillons est sous-estimée.  
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TABLEAU 25 : PRESENTATION DE LA VIRULENCE ET FLORE BACTERIOLOGIQUE DES DIFFERENTS INOCULUM, FRACTIONS ET TEMOINS NEGATIFS 

Nom Méthode d’obtention 
Reproduction 

de l’EEL 
UFC 

moyen/mL 

Nombre 
d'espèces 
identifiées 

Bactérioscopie Particularité 

TEM1 Contenu caecal d'un lapin EOPS non     
TEM2 Contenu caecal d'un lapin de compagnie non     
TEM3 Contenu caecal d'un lapin d'élevage non     

TEM4 Contenu caecal de 3 lapins EOPS non 103 5 ≈ TEC4 Clostridium free 

TEC3 Inoculum de référence (3ème génération)  oui 9,8.106 7 ≈ TEC4  

TEC4 Inoculum de référence (4ème génération)  oui 1,2.107 7 Base d’analyse  

TEPH TEC4 traité à l'acide (pH = 2,2)  oui 1,9.107 7 ↗ bacilles + et spores E. faecium free 

50% Centrifugation sur coussins de sucrose oui 1,4.106 15 ≈ TEC4  

50PH 50% traité à l'acide (pH = 2,2)  +/- 1.106 8 ↗ bacilles + et spores E. faecium free 

RK501 50% passé sur culture cellulaire RK13 oui 5.105 6 disparition gram - Bacillus free 

CERK RK501 traité au chloroforme éthanol non 1,8.103 7 Trop peu de bactéries 
Bacillus free 

E. faecium free 

AMC TEC4 traité à l'amoxycilline /ac. clavulanique  4,8.107 5 ↗ coques +  

BACI TEC4 traité à la bacitracine oui 2.107 4 ↗ coques +  

CEF TEC4 traité au ceftiofur  5,4.107 4 ↗ coques +  

DOX TEC4 traité à la doxycycline oui 9.104 5 ↗ coques +  

NOVO TEC4 traité à la novobiocine  6.106 7 ↗ coques +  

STREP TEC4 traité à la streptomycine  1,9.107 5 ↗ coques +  

TYL TEC4 traité à la tylosine  2,5.107 2 ↗ coques + Clostridium free 

VAN TEC4 traité à la vancomycine  4,7.107 6 ↗ coques +  

TAB Témoin traitement antibiotiques oui 2,2.108 3 ↗ coques +  
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 DISCUSSION GENERALE 
Bien que l’étiologie infectieuse de l’entéropathie épizootique du lapin soit démontrée depuis 

plusieurs années (Le Gall et al., 1998; Licois, 1998), l’agent responsable n’est toujours pas identifié 

aujourd’hui (Licois et al., 2006; Marlier et al., 2006; Licois, 2007). Néanmoins, l’implication d’une ou 

plusieurs espèces bactériennes non cultivables sur les milieux traditionnels est l’hypothèse 

étiologique la plus probable (Licois et al., 2006; Marlier et al., 2006; Szalo et al., 2007). L’inoculation 

de lapins EOPS et conventionnels par l’un des inoculums TEC permet une reproduction 

expérimentale de cette maladie (Licois et al., 2003; Licois et Coudert, 2005). Cependant, la richesse 

de flore bactérienne des inoculums de référence ne permet pas un isolement direct de la ou des 

bactérie (s) en cause (Licois et al., 2005; Licois et al., 2006; Marlier et al., 2006).  

Différentes méthodes de fractionnement ou d’appauvrissement ont été appliquées au TEC4. 

Une centrifugation sur gradient discontinu de sucrose a été réalisée sur base des résultats 

encourageants obtenus par Szalo et collaborateurs (2007) sur le TEC3. La fraction 50% a été choisie 

pour les inoculations expérimentales et les analyses par des techniques de bactériologie classique sur 

base des résultats d’inoculations et des analyses de flore bactérienne de Szalo et collaborateurs 

(2007) et de Licois (communication personnelle). En effet, cette fraction apparait comme aussi 

virulente que TEC3, mais contient beaucoup moins de débris végétaux et une flore bactérienne 

appauvrie.  

L’adhérence cellulaire est une étape importante dans la pathogénie de la plupart des 

infections (Niemann et al., 2004). Un fractionnement sur base de la capacité d’adhérence de l’agent a 

donc été développé. Comme il n’existe pas de lignée cellulaire immortalisée d’entérocytes de lapin et 

que les cultures primaires de cellules de la muqueuse intestinale sont fastidieuses, des cellules de la 

lignée RK13 (cellules immortalisées de rein de lapin) ont été utilisées. Un double passage a été réalisé 

pour appauvrir le plus possible la flore non virulente de l’inoculum. Ces deux passages ont permis 

d’appauvrir la flore bactérienne tout en préservant le pouvoir virulent des inoculums. Néanmoins, la 

faible virulence de l’inoculum RK502 laisse entendre que l’agent ne s’y trouve qu’en faible quantité.  

D’après des études antérieures, l’agent responsable de l’EEL résiste à un traitement au 

chloroforme/éthanol (Licois et al., 2006). Ce traitement a donc été appliqué à la fraction RK501 pour 

tenter d’appauvrir la flore tout en maintenant une concentration importante de l’agent. La flore a 

été extrêmement appauvrie mais l’agent ne semble plus être présent en quantité suffisante pour 

reproduire l’EEL. 

Après ces méthodes de fractionnement mécaniques et cellulaires, des traitements 

antibiotiques ont été utilisés, toujours dans le but d’appauvrir la flore bactérienne de TEC4. Comme 

certains antibiotiques ne sont efficaces que sur les cellules bactériennes en croissance, un milieu de 

culture très peu sélectif et enrichi avec du sérum de cheval a été utilisé et les antibiotiques ont été 

ajoutés après trois heures d’incubation. Cette étape d’incubation a très certainement modifié la flore 

bactérienne, permettant aux espèces se multipliant rapidement dans ce milieu de supplanter les 

espèces non cultivable ou celles à croissance plus lente. Globalement l’efficacité des traitements aux 

antibiotiques n’a pas été suffisante et bien loin de l’efficacité attendue. En effet, certaines souches 

sensibles aux antibiotiques utilisés étaient toujours présentes après traitement. Des mécanismes de 
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résistances et de synergie entre les différentes souches bactériennes présentes dans le TEC4 ne 

permettent sans doute pas aux antibiotiques d’agir sur certaines espèces sensibles en culture pure.  

Une des particularités physiologique du lapin est d’avoir un pH stomacal particulièrement 

acide (2,2) (Brugère-Picoux, 1989). La (les) bactérie (s) responsable (s) de l’EEL est (sont) soumise (s) à 

ce pH sans être détruite (s). Un traitement du TEC4 par acidification a donc été réalisé. L’utilisation 

d’HCl concentré semblait la méthode la plus proche de la réalité physiologique mais les membranes 

des bactéries survivantes laissaient suggérer un état de souffrance. Vu les profils similaires 

(bactérioscopie et CFU) obtenus avec le traitement au tampon phosphate-citrate, celui-ci a été choisi 

pour obtenir les fractions.  

La concentration en agent étiologique dans les fractions TEPH, 50%, RK501, BACI, DOX et TAB 

est suffisante pour reproduire la chute significative du GQM qui est le signe clinique le plus spécifique 

d’une reproduction expérimentale de l’EEL réussie (Licois et al., 2005). En plus de la chute du GQM, 

les autres signes cliniques typiques lors de reproduction expérimentale d’EEL (morbidité, mortalité et 

lésions) ont été observés chez les animaux inoculés avec ces fractions ce qui démontre encore, si 

nécessaire, leur virulence.  

Les légères chutes progressives de GQM obtenues lors de l’inoculation des fractions 50PH et 

RK502 ressemblent à l’image obtenue lors d’inoculation de dilution 10-4 du TEC4 (Licois et Coudert, 

2005), laissant supposer la présence en très faible quantité de l’agent ou en cas d’étiologie multiple, 

la disparition d’un des agents responsables. Lors de l’inoculation de la fraction 50PH et lors de celle 

de la fraction RK502, un animal mort présentait dans les deux cas des lésions typiques d’EEL, ces 

deux fractions sont donc considérées comme moyennement virulentes.  

L’étude des fractions par des techniques classiques de bactériologie a permis de vérifier 

l’efficacité des fractionnements (modification quantitative et qualitative des flores par rapport à 

l’inoculum de départ) et de mettre en évidence des espèces non détectées au préalable par mise en 

culture directement à partir des TEC. Différentes méthodes ont été utilisées pour analyser la flore 

afin de pallier aux biais inhérents à chacune d’entre elles.  

La visualisation directe des fractions par examen bactérioscopique permet de compter et de 

classer en fonction de leur morphologie et capacité tinctoriales les cellules bactériennes cultivables 

et non cultivables présentes dans les fractions. Elle ne permet par contre pas de les identifier. La 

disparition apparente des bactéries Gram négatives dans la fraction RK501 qui reproduit 

expérimentalement l’EEL laisse supposer que l’agent étiologique est une bactérie Gram positive. Au 

vu du spectre d’action de la bacitracine de zinc, antibiotique ayant démontré l’activité thérapeutique 

la plus répétable dans les élevages atteints d’EEL (Richard et al., 2000; Duperray et al., 2003; 

Maertens et al., 2005), cette hypothèse est très probable.  

Les mises en culture sur milieux traditionnels ne permettent d’identifier qu’une partie 

restreinte de la flore présente dans les inoculums. Dix espèces jamais identifiées à partir du TEC4 

l’ont été grâce aux fractionnements. Sept de ces espèces sont des bactéries ubiquistes (ou 

commensales d’autres animaux que le lapin) pathogènes opportunistes: Brevibacterium sp (Gruner et 

al., 1993), Brevundimonas vesicularis (Yang et al., 2006), Cellulomonas sp (Hemmat et Emtiazi, 2000; 

Kang et al., 2007; Yoon et al., 2008; Lai et al., 2009), Corynebacterium bovis (Boyer, 1998; Dalal et al., 

2008; Burr et al., 2009; Koop et al., 2010; Mudit et al., 2010; Schwarz et al., 2010), Gemella 
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moribillorum (La Scola et Raoult, 1998), Pseudomonas luteola (Dalamaga et al., 2004; Altinok et al., 

2007; Gaschet et al., 2009) et Sphingobacterium spiritivorum (Hiar et al., 2002). Les trois autres 

espèces sont Bacteroides distasonis, Fusobacterium necrogenes et Mannheimia haemolytica.  

Bacteroides distasonis est une bactérie présente dans la flore digestive commensale du 

lapin(Pacini et al., 1989) et dont le pouvoir pathogène n’a jamais été démontré. Fusobacterium 

necrogenes est présente dans le tractus digestif du porc et des bovins (Terada et al., 1976; Wada, 

1978) mais ne provoque aucun signe clinique ni lésion après inoculation sur souris et ne semble pas 

être pathogène primaire ou opportuniste (Smith et al., 1984). Cette espèce a déjà été écartée des 

agents étiologiques potentiels de l’EEL dans une étude antérieure(Marlier et al., 2003).Mannheimia 

haemolytica est un pathogène primaire des ruminants, responsable de pneumonies, de mammites et 

de septicémies (Euzéby, 1998). Néanmoins, le pourcentage d’identification obtenu avec la galerie 

commerciale API® 20E (BioMérieux) pour cette dernière souche isolée étant relativement faible 

(75,4 %), la bactérie pourrait fort bien être une Pasteurella, espèce commensale du lapin mais dont 

certaines souches sont pathogènes (Kpodekon et al., 1999). Malheureusement, la perte de la souche 

n’a pas permis la confirmation de cette théorie. 

Le rôle étiologique dans l’EEL de ces dix espèces cultivées pour la première fois à partir de 

TEC4 est donc improbable. 

Les flores bactériennes cultivables des fractions traitées aux antibiotiques sont peu 

diversifiées. Les espèces Clostridium sordelli et Bacillus firmus prolifèrent massivement et inhibent la 

croissance des autres espèces durant les 27h du fractionnement dans le milieu liquide et les 24h de 

mise en culture sur milieux solides.  

De nouvelles espèces présentes dans le TEC4 ont pu être identifiées grâce aux 

fractionnements alors que d’autres espèces semblent disparaître des nouvelles fractions. Les 

fractions traitées à l’acide ne contiennent plus Enterococcus faecium, pourtant dominant dans la 

flore cultivable de la plupart des autres fractions. Comme la fraction TEPH reproduit la maladie, E. 

faecium ne peut être l’agent étiologique unique ou l’un des agents multiples nécessaire à la 

reproduction de l’EEL, ce qui confirme les résultats obtenus par Marlier et collaborateurs (2006). La 

fraction traitée à la tylosine ne contient plus aucune des espèces de Clostridium habituellement 

isolées des différentes fractions. Malheureusement sa virulence potentielle n’a pas encore été 

vérifiée par inoculation expérimentale. 

Malgré les enrichissements réalisés, aucune entérobactérie n’a pu être cultivée à partir du 

TEC4 ou de ses fractions. Ce résultat confirme à nouveau l’absence d’Escherichia coli dans les 

inoculums(Licois et Coudert, 2001; Licois et al., 2005)et élimine définitivement E. coli de la liste des 

agents étiologiques de l’EEL. Clairement, le rôle d’E. coli dans l’EEL se cantonne aux seules 

complications bactériennes secondaires.  

Les différences de concentration bactérienne exprimées en UFC/mL entre les fractions sont 

une estimation quantitative de l’efficacité des différentes méthodes de fractionnement. La fraction 

virulente contenant le moins de bactéries cultivables est la fraction traitée à la doxycycline. Les 

autres fractions ayant des UFC/mL significativement plus basses que celles du TEC4 sont la fraction 

50% et ses deux fractions dérivées (50PH et RK501). La méthode de centrifugation sur gradient 

discontinu de sucrose permet donc de diminuer significativement le nombre de bactéries cultivables. 
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A l’inverse, la plupart des fractions traitées aux antibiotiques ont un nombre d’UFC/mL 

significativement plus élevé que celles du TEC4. L’utilisation d’un milieu de culture riche en différents 

facteurs de croissances durant 27h entraîne une augmentation importante des concentrations 

bactériennes lorsque l’efficacité des antibiotiques utilisés est limitée comme le montrent les UFC/mL 

du TAB. De manière générale, lorsque la durée de la méthode de fractionnement est longue 

(plusieurs heures), la flore cultivable a tendance à s’accroître significativement même dans un milieu 

pauvre en nutriments. 

L’approche comparative des flores digestives physiologiques et porteuses de l’agent 

étiologique le l’EEL par ARDRA a déjà été tentée par Badiola et collaborateurs (2005) et par Szalo et 

collaborateurs (Szalo et Marlier, 2006). Dans la première étude, des flores intestinales de lapins 

provenant d’une exploitation contaminée par l’EEL ont été comparées à des flores de lapins 

provenant d’une exploitation exempte d’EEL. Deux bandes d’intérêt ont été mises en évidence mais 

l’espèce bactérienne associée n’avait pas permis de reproduire la pathologie (Badiola et al., 2005). 

Aucune de ces bandes n’a été identifiée lors des ARDRA réalisées sur le TEC4 et ses fractions. Ceci 

peut être expliqué par l’origine des prélèvements. En effet, les flores digestives d’animaux d’élevage 

ou sauvages sont très différentes de celles d’animaux EOPS (Bennegadi et al., 2003; Norin et 

Midtvedt, 2009). L’étude de Szalo et collaborateurs (2006) effectuée sur le TEC3 et les fractions 

sucrose du TEC3 avait mis en évidence une bande spécifique d’environ 700pb aux inoculums 

virulents grâce à l’enzyme Sau 3A I. Cette étude est peu comparable avec celle-ci. En effet, même si 

les profils de TEC3 sont comparables entre les deux études, ceux de TEC4 et de ses fractions sont 

biens distincts du TEC3 et de ses fractions similaires. La différence entre ces deux inoculums est 

démontrée aussi bien grâce à la bactériologie classique que par les différents profils de PCR 

présentés ici.  

Des DGGE ont déjà été utilisés pour comparer les flores de lapin (Abecia et al., 2007), mais 

jamais dans le but de mettre en évidence l’agent responsable de l’EEL. Dans les DGGE comparatives 

de flores bactériennes de TEC4 et de ses fractions, plusieurs bandes d’intérêt ont été mises en 

évidence mais aucun consensus d’espèce n’a pu être défini. En effet, ces bandes situées à la même 

hauteur dans le gel dénaturant ne correspondent apparemment pas à la même séquence. Ce 

phénomène a déjà été décrit par Gafan et Spratt (2005). Il peut être expliqué par la présence de 

plusieurs espèces dans chaque bande mais dans des rapports différents. L’espèce présente en plus 

grande quantité étant préférentiellement amplifiée dans la PCR et par conséquent étant la seule 

séquencée.  

Les DGGE et ARDRA sont très régulièrement utilisées dans les études de populations 

bactériennes complexes, de même que toutes les techniques utilisant l’amplification du gène 

16SrDNA (Wang et al., 2007). Comme le gène 16SrDNA est utilisé pour l’étude des populations et 

pour la taxonomie bactérienne (McInerney et al., 1995; Wang et al., 2007), le nombre de séquences 

de 16SrDNA présentes dans les bases de données est considérable et ces séquences sont souvent 

identifiées comme provenant de bactéries non cultivées. La technique de RAPD ne cible aucun gène 

en particulier ce qui évite généralement les correspondances avec des séquences provenant de 

bactéries non cultivées, mais peut également amplifier des séquences non encore présentes dans les 

bases de données. De plus, la RAPD ne permet pas d’obtenir des résultats interprétables pour la 

fraction RK501. En effet, celle-ci contient plus d’ADN eucaryote que bactérien et les deux sont 

amplifiés par les amorces peu spécifiques des RAPD. Enfin, l’utilisation de la RAPD a déjà démontré 
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son efficacité pour l’étude des flores de bioréacteurs (Pravin et al., 2007), des communautés 

bactériennes du sous-sol (Findlay et Sinsabaugh, 2006)et des flores de surface de fromages (Brennan 

et al., 2002). 

La présence dans le TEC4 d’une partie d’un gène spécifique aux entérobactéries est 

surprenante puisque ces dernières n’ont jamais été isolées du TEC4 ni d’un autre TEC (Licois et al., 

2005; Marlier et al., 2006; Szalo et al., 2007). Néanmoins, même si la séquence R6B ne correspond 

qu’au gène yijP dans les banques de données, aussi bien en séquence nucléotidique qu’en analysant 

les phases ouvertes de lecture, ce gène est absent dans son entièreté du TEC4 et de ses fractions. 

L’hypothèse d’un élément génétique mobile (plasmide, transposon ou phage) portant un fragment 

du gène yijP est donc possible. 

Aucune correspondance n’existe entre la séquence nucléotidique d’AP5 et les banques de 

données existantes, néanmoins, l’une des phases ouvertes de lecture correspond à une hypothétique 

protéine d’Eggerthella lenta. Cette espèce est présente dans le tractus digestif humain et participe à 

la digestion des lignines(Clavel et al., 2006; Jin et al., 2007). Elle a été décrite comme pathogène 

opportuniste lors d’une bactériémie (Chan et Mercer, 2008) et d’une spondylodiscite (Bok et Ng, 

2009). Elle n’a jamais été identifiée à partir du TEC4.  

Les études de terrain avaient pour but de confirmer ou infirmer le lien entre les séquences 

d’intérêt dentifiées et la présence de l’EEL sous une forme clinique. Malheureusement, aucun lien 

statistique entre la présence ou l’absence d’une ou des deux séquences d’intérêt (R6N et AP5) et 

l’EEL n’a pu être établi. Néanmoins, d’un point de vue biologique, des animaux pourraient être 

porteurs de ces séquences sans montrer de signe clinique d’EEL en tant que porteur chronique de (s) 

l’agent(s) infectieux comme c’est le cas pour la pasteurellose (Coudert et al., 2006; Jaglic et al., 2008) 

ou la colibacillose du lapin (Boullier et Milon, 2006). Une autre explication pourrait être l’existence de 

plusieurs souches ou biotypes différents avec des virulences variables comme c’est par exemple le 

cas dans les colibacilloses chez le lapin (Peeters et al., 1988; DebRoy et Maddox, 2001). Ces « faux 

positifs » pourraient également être expliqués dans le cadre d’une étiologie multiple où la souche 

porteuse de la séquence d’intérêt ne serait qu’un des agents responsables de la maladie comme cela 

est décrit par exemple dans la rhinite atrophique du porc (Hsuan et al., 2009). Malgré ces différentes 

explications possibles concernant les « faux positifs », les « faux négatifs » sont trop nombreux pour 

qu’un lien direct existe entre la présence d’une des séquences et l’EEL puisse être retenue.  

La souche bactérienne porteuse de la séquence AP5 n’a pas pu être isolée en culture pure, 

par contre une souche de Staphylococcus epidermidis porteuse de la séquence R6B a pu être isolée. 

S. epidermidis est une espèce bactérienne commensale de la peau humaine (Ziebuhr et al., 2006) et 

est responsable d’infections nosocomiales (Ding et al., 2009; Piette et Verschraegen, 2009). En 

médecine vétérinaire, cette espèce joue un rôle dans les mammites chez les bovins (Sampimon et al., 

2009). La séquence R6B est cependant absente des séquences des cinq chromosomes et des onze 

plasmides publiés de Staphylococcus epidermidis (GenBank).  

Après l’isolement d’une souche en culture pure, la dernière étape pour répondre aux 

postulats de Koch était d’inoculer des animaux pour tenter la reproduction expérimentale de l’EEL. 

En dépit des résultats décevants obtenus par l’étude des prélèvements de terrain, Staphylococcus 

epidermidis présentait des caractéristiques importantes permettant d’établir un lien potentiel avec 

l’EEL : S. epidermidis est une bactérie Gram positive, très vraisemblablement comme l’agent 
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étiologique de l’EEL ; la pathologie étant reproduite avec la fraction RK501 qui ne contient plus de 

bactérie Gram négative. Ensuite, cette espèce n’avait encore jamais été inoculée ni même isolée d’un 

inoculum TEC. Enfin, cette espèce est connue pour produire des toxines comme l’entérotoxine et la 

« toxic shock syndrome toxin 1 » (Carneiro et al., 2004) et le rôle d’une toxine a été démontrée dans 

la pathogénie de l’EEL (Licois, 2007).  

Malheureusement, l’inoculation de la souche de Staphylococcus epidermidis R6B+ à des 

lapins EOPS n’a pas permis de reproduire l’EEL ni au niveau clinique, ni au niveau lésionnel. A 

nouveau, dans le cas d’une maladie multifactorielle, l’inoculation d’un seul agent ne peut suffire à 

reproduire la pathologie (condition nécessaire mais non suffisante). Globalement, au vu des 

différents résultats obtenus sur les prélèvements de terrains et après inoculation de cette souche 

bactérienne, le rôle étiologique de Staphylococcus epidermidisR6B+ ou d’autres espèces 

bactériennes potentiellement porteuses de la séquence R6B semble peu probable. L’absence de la 

séquence R6B dans les séquences génomiques de Staphylococcus epidermidis publiées à ce jour ainsi 

que la perte de positivité à R6B après des repiquages successifs de la souche positive au départ tend 

à suspecter que cette séquence se situerait dans un élément génétique mobile présent dans le TEC4.  

L’étude comparative des flores bactériennes du TEC4 et de ses fractions n’a au final pas 

permis de mettre en évidence l’agent responsable de l’EEL, mais deux séquences d’intérêt ont été 

étudiées. L’une des deux séquences est répertoriée comme liée aux bactéries Gram négatives mais a 

été retrouvée dans l’ADN total extrait d’une bactérie Gram positive. 

Parallèlement à l’étude approfondie des séquences d’intérêt, de nouvelles comparaisons ont 

été réalisées sur base d’une analyse des flores bactériennes avant et après inoculation. Cette autre 

approche permettait d’augmenter le nombre de prélèvements pour mettre en évidence de nouvelles 

bandes d’intérêt lors d’analyse de la flore fécale par DGGE. 

Aucune variation de la flore aussi bien en nombre de bandes qu’en conformation de bandes 

n’est statistiquement liée à la pathologie de manière significative. Ceci confirme les résultats de 

Combes et collaborateurs (2009) obtenus lors d’une étude similaire à savoir que la structure, la 

richesse et la densité de la communauté bactérienne totale n’ont pas été affectées durant la 

reproduction expérimentale de l’EEL.  

Chez les animaux inoculés, aucune bande spécifique n’apparaît, ni ne disparaît de manière 

systématique. L’apparition d’une bande aurait pu permettre d’identifier l’agent responsable ou une 

espèce compliquant secondaire, tandis que la disparition d’une bande aurait pu permettre 

l’identification d’une espèce antagoniste avec l’agent de l’EEL. 

D’après l’étude des profils de DGGE par StatFingerprints (Michelland et al., 2009), les 

différences entre les profils dépendent essentiellement du lapin analysé et non pas du traitement 

(inoculé ou témoin) ou du jour du prélèvement. D’autres effets peuvent pourtant être mis en 

évidence grâce à la DGGE comme le démontre l’étude d’Abecia et collaborateurs (2007) sur les 

variations de flore en fonction des traitements antibiotiques utilisés. Dans ce cas, un effet du 

traitement a été mis en évidence mais comme il n’y a pas eu de prélèvements répétés sur le même 

lapin, l’effet de la flore individuelle de chaque lapin n’a pas été étudié. 
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En plus des regroupements des profils en fonction de l’individu, les profils de la région V3 des 

prélèvements provenant de lapin morts d’EEL se regroupent. Ceci pourrait démontrer une flore 

différente lors de signes cliniques sévères d’EEL. Toutefois ces différents prélèvements, récoltés 

quand les animaux étaient toujours en vie mais présentaient des signes sévères de pathologie 

digestive, n’étaient pas des matières fécales normales mais, le plus souvent, étaient du mucus ou des 

cæcotrophes. Or, l’étude de Michelland et collaborateurs (2009) démontre que la flore bactérienne 

des matières fécales d’excrétion du lapin est différente de celle des cæcotrophes ce qui pourrait 

expliquer le regroupement des profils obtenus à partir de prélèvements de lapins morts d’EEL. 

Comme cela avait déjà été démontré lors d’une étude réalisée avec les même amorces (Yu et 

Morrison, 2004), la région V3 est plus discriminante que les régions V6-V8 lors d’études des 

populations. 

Puisqu’aucune bande ne semblait statistiquement liée à la présence de la pathologie, les 

bandes apparaissant à J2 chez les animaux malades ont été séquencées. En effet, dès le second jour 

après inoculation, les matières fécales des lapins infectés contiennent le(s) agent(s) étiologiques en 

quantité permettant une reproduction expérimentale de la maladie par inoculation à des lapins sains 

(Licois et al., 2000). Les différentes espèces mises en évidence par ces séquençages sont pour la 

plupart des phyla Firmicutes ou Bacteroidetes. Cette observation n’est pas étonnante puisque la flore 

du lapin serait constituée à 97% par ces espèces. Les genres bactériens identifiés comme 

apparaissant à J2 sont apathogènes et isolés à partir du tractus digestif du lapin (Lachnospiraceae, 

Ruminococcus (Bennegadi et al., 2003) et Bacteroides (Pacini et al., 1989)) ou d’autres mammifères 

(Lachnospiraceae, Ruminococcus (Bennegadi et al., 2003), Bryantella (Wolin et al., 2003), 

Akkermansia (Collado et al., 2007), Subdoligranulum (Holmstrom et al., 2004), Leuconostoc et 

Enterobacter (Park et al., 2005)) à l’exception de Moryella sp qui a été identifié uniquement dans des 

abcès (Carlier et al., 2007) et de Shigella qui est responsable de diarrhées chez les primates mais qui 

est apathogène chez les autres mammifères (Ryan et Ray, 2004). Le rôle étiologique de ces deux 

derniers genres dans l’EEL est donc fort improbable. 

Lors des différentes études des paramètres sanguins en cours de reproduction 

expérimentale d’EEL, l’hypothèse d’une infection bactérienne et potentiellement d’une phase de 

bactériémie lors de la phase précoce de l’EEL a été émise (Jobert et al., 2001; Marlier et al., 2003; 

Dewrée et al., 2007; Xylouri et al., 2008). L’inoculation de sang d’animaux contaminés n’a pas permis 

de reproduire la maladie, mais le sang utilisé ne provenait pas de lapins en phase précoce d’EEL. De 

plus, il a été inoculé par voie intraveineuse et non par voie orale (Le Gall et al., 1998). La présence de 

l’agent dans le sang durant la phase précoce est, donc, concevable. A nouveau, les techniques de 

biologie moléculaire ont été préférées aux techniques bactériologiques classiques pour étudier cette 

bactériémie potentielle. Deux raisons principales justifient ce choix. La première est l’hypothèse 

selon laquelle l’agent responsable de l’EEL est une bactérie non cultivable. La seconde est la preuve 

récente que l’analyse par des techniques de biologie moléculaire est plus performante que les 

traditionnelles mises en culture pour détecter une bactériémie ou une septicémie (Molina et al., 

2008; Chan et al., 2009; Gaibani et al., 2009; Reier-Nilsen et al., 2009). 

Les espèces bactériennes possèdent des ITS de taille variable (Fisher et Triplett, 1999). Des 

essais de mise au point infructueux sur l’amplification de l’ITS pour la détection d’une bactériémie 

potentielle ont été réalisés, car cette technique aurait permis d’identifier le nombre d’espèces 

présentes dans l’échantillon. Malheureusement, l’ADN eucaryote de lapin présent dans les 
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échantillons était systématiquement amplifié par la PCR, rendant très fastidieuse la détection de 

bactériémies. 

Le faible nombre de lapins inoculés qui présentaient une bactériémie à J2 n’est pas 

statistiquement significatif par rapport au lot témoin. Néanmoins, la bactériémie pourrait être de 

courte durée ou intermittente. Le nombre d’animaux présentant une bactériémie lors du second jour 

post inoculation pourrait donc être plus élevé. Comme les chromatographes des séquençages directs 

après PCR présentaient des doubles pics, la présence de plusieurs espèces dans les différents 

prélèvements a été suspectée et un clonage a été réalisé sur le gène 16SrDNA dans son entièreté et 

sur les régions V6-V8 qui donnent de meilleurs résultats lors de clonage.  

A l’exception des genres Actinobacillus et Aerococcus, les autres genres mis en évidence dans 

les échantillons de sang sont retrouvés notamment dans la flore digestive des mammifères (Euzéby, 

2008; Monteils et al., 2008; Ou et al., 2009; Suchodolski et al., 2009). Les genres Bacillus, 

Corynebacterium, Staphylococcus (Benet et Vanhems, 2009), Aerococcus (Popescu et al., 2005; Ibler 

et al., 2008), Propionibacterium (Benet et Vanhems, 2009), Moraxella (Sano et al., 2010), 

Actinobacillus (Patterson-Kane et al., 2001), Haemophilus (Morton et al., 2009) ont déjà été identifiés 

lors de bactériémies. 

Une perte d’intégrité de la paroi intestinale permet l’entrée dans le système vasculaire 

d’organismes présents dans le tractus digestif (Peregudov et Khanevich, 1996). Ce phénomène 

pourrait expliquer la présence d’espèces différentes dans les trois prélèvements de sang positifs à J2. 

La présence d’un nombre élevé d’espèces dans le flux sanguin est surprenant mais des septicémies et 

bactériémies polymicrobiennes ont déjà été détectées dans différentes études (Kumhar et al., 2002; 

Kobayashi et al., 2006; Munoz et al., 2008). De plus, les mutations étant inévitables durant la PCR, un 

seul genre bactérien présent pourrait donner deux amplicons proches phylogénétiquement mais 

identifiés comme deux genres différents. Néanmoins, dans les trois prélèvements positifs, au moins 

deux phyla différents sont présents. Une autre explication pourrait être une contamination des 

échantillons lors des prélèvements mais la probabilité que seuls des échantillons provenant 

d’animaux malades aient été contaminés est négligeable, les prélèvements ayant été effectués par 

les mêmes personnes et dans des conditions semblables. 

La mise au point de techniques de séquençage à ultra haut débit est récente (Margulies et 

al., 2005), mais ces dernières sont de plus en plus utilisées pour l’étude des métagénomes (Droege et 

Hill, 2008; Armougom et Raoul, 2009). Le « Roche FLX Genome Sequencer » a déjà été utilisé sur des 

régions du gène 16SrDNA pour étudier la flore digestive humaine (Dethlefsen et al., 2008; Turnbaugh 

et al., 2009; Wu et al., 2010), des bovins (Dowd et al., 2008), des porcs (Poroyko et al., 2010) des 

macaques (McKenna et al., 2008), des chiens (Middelbos et al., 2010). Il a également été utilisé pour 

comparer celle d’une centaine d’espèces de mammifères du zoo de San Diego, y compris le lapin (Ley 

et al., 2008). A ce jour, aucune technique de séquençage à ultra haut débit n’avait été employée pour 

comparer la flore fécale du lapin sain à celle du lapin souffrant d’EEL. 

Cette méthode possède une résolution égale à un clonage shotgun du gène 16SrDNA (Huse 

et al., 2007; Wu et al., 2010). De plus, les méthodes de stockage ou d’extractions des échantillons ne 

semblent pas avoir d’effet sur les résultats (Wu et al., 2010). 
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Le phylum Firmicutes est le phylum dominant dans les différentes fractions. Cette 

observation correspond à une étude par séquençage d’une librairie de clones du gène 16SrDNA dans 

laquelle le phylum Firmicutes représentait 97% de la flore caecale du lapin sain (Monteils et al., 

2008). Le TEC4 est le seul échantillon dans lequel ce phylum représente moins de 90%. Il présente 

par contre un pourcentage plus élevé de bactéries du phylum Proteobacteria (14,9%). Cette 

tendance ne se retrouve pas dans les cultures traditionnelles puisque les bactéries du phylum 

Proteobacteria ne sont isolées que de manière anecdotique dans certaines fractions du TEC4 et 

jamais directement du TEC4 (Brevundimonas vesicularis dans 50% et 50PH, Mannheimia haemolytica 

dans 50% et Pseudomonas luteola dans 50PH et TEPH).  

Les genres identifiés par le séquençage sont donc différents de ceux identifiés par des 

méthodes de culture traditionnelles. Le genre Enterococcus, retrouvé majoritairement en culture 

dans TEC3, TEC4 et la fraction 50% correspond respectivement à 11,58%, 0,03% et 0,54% des 

séquences identifiées. Ce genre Enterococcus représente aussi respectivement 0,66% et 0,27% des 

séquences identifiées dans TEPH et 50PH, alors qu’il n’a jamais été cultivé à partir ces échantillons.  

De même, les genres Clostridium et Bacillus sont en général des genres majoritairement 

identifiés lors de mise en culture, alors qu’ils ne représentent en moyenne que 5,57% des séquences 

identifiées dans les différents inoculums. La fraction 50% est celle contenant le plus de bactéries des 

genres Clostridium et Bacillus, ce qui concorde avec les études menées par bactérioscopie et culture 

classique sur les fractions sucrose.  

A l’inverse, le genre Escherichia représente jusqu’à 14% des séquences identifiées dans TEC4 

alors qu’il n’a jamais été mis en culture à partir ni du TEC4, ni d‘aucune autre fraction. En plus d’E. 

coli, il existe 4 espèces d’Escherichia : E. albertii, E. fergusonii, E. hermannii and E. vulneris (Euzéby, 

1998) : la première n’a jamais été isolée d’animaux (Euzéby, 1998), la deuxième serait un pathogène 

opportuniste chez les bovins et ovins (Bain et Green, 1999), la troisième est ubiquiste et non 

pathogène et la quatrième semble également ubiquiste et pathogène pour la truite arc-en-ciel 

(Oncorhynchus mykiss), les poissons du genre Poecilia et le carassin commun (Carassius carassius) 

(Euzéby, 1998). Aucune de ces quatre espèces n’a été cultivée à partir du TEC4 alors qu’elles sont 

cultivables sur milieux traditionnels.  

Le genre Escherichia (espèces coli et fergusonii) a néanmoins été identifié par d’autres 

techniques de biologie moléculaire dans le TEC4 à savoir la DGGE. De plus, une séquence proche des 

Escherichia mais présente dans d’autre genres a également été identifiée à partir du TEC4 par RAPD. 

En dehors du genre Escherichia, d’autres genres jamais identifiés par culture (Sporobacter, 

Subdoligranulum et Ruminococcus) représentent une proportion non négligeable des séquences.  

Les dendrogrammes ne montrent aucun regroupement des échantillons en fonction de leur 

virulence. Au contraire, les deux échantillons non virulents sont assez éloignés et l’échantillon 50PH 

est beaucoup plus proche de l’échantillon 50%. Ce rapprochement phylogénétique est certainement 

dû à la sélection de la centrifugation sur coussin de sucrose utilisée sur les deux échantillons. 

Enfin, la richesse des échantillons est élevée. En effet, le nombre d’OTU est supérieur à ceux 

retrouvés dans la flore des sols (Roesch et al., 2007) ou dans la cavité buccale (Chun et al., 2010) et 

semblable à ceux trouvés dans la flore intestinale humaine (Dethlefsen et al., 2008). La diversité est 

elle aussi élevée, voire plus élevée, que celle de la flore digestive humaine : 7,16 pour le contenu 
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caecal des lapins EOPS (TEM4) contre 4,63 en moyenne chez l’homme (Turnbaugh et al., 2009). 

Paradoxalement, les fractions semblent même plus riches et diversifiées que les inoculums ce qui est 

contraire au but du fractionnement. Les différentes courbes de raréfaction (figure 32) n’atteignent 

pas un niveau de plateau dû à un nombre trop faible de séquences pour chaque échantillon. En 

conséquence, la richesse est sans doute sous-estimée et la diversité surestimée.  
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 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Les différentes étapes de fractionnement ont permis d’appauvrir la flore de manière 

quantitative et qualitative. Les fractions présentant le plus grand intérêt sont la 50% pour son 

appauvrissement et sa forte virulence, le TEPH qui est exempt d’Enterococcus faecium et la DOX qui 

est la fraction virulente qui a le plus faible UFC/mL. La fraction RK501 est intéressante d’un point de 

vue flore bactérienne puisqu’elle est encore plus appauvrie que la fraction 50%, mais la présence de 

cellules eucaryotes en grande quantité pose souvent problème pour les études en génomique. 

Néanmoins, la virulence de cette fraction exempte de bactéries Gram négatives permettrait 

d’émettre l’hypothèse que l’agent étiologique est une bactérie Gram positive. Les nouvelles espèces 

bactériennes mises en évidence en utilisant ces fractionnements sont, pour la plupart, des espèces 

ubiquistes pathogènes opportunistes, à l’exception de Fusobacterium necrogenes et de Bacteroides 

distasonis qui font partie de la flore digestive du lapin et de Mannheimia haemolytica qui est 

considéré comme pathogène primaire en médecine bovine.  

Les études comparatives de la flore bactérienne basées sur l’analyse des gènes 16srDNA 

n’ont pas permis de mettre en évidence de séquences d’intérêt. De plus, ce gène ayant été et étant 

toujours l’objet de nombreux travaux, de nombreuses séquences correspondant uniquement à des 

bactéries non encore cultivées sont présentes dans les banques de données et ne permettent pas de 

tirer des conclusions définitives. Les résultats les plus probants ont été obtenus par analyse de profils 

de RAPD qui ont permis la mise en évidence de deux séquences d’intérêt de 392pb et 823pb. La 

première correspond à une séquence présente dans deux souches de Staphylococcus epidermidis 

présentes dans le TEC4 et la seconde n’a pas pu être associée à une espèce. Malheureusement, 

aucune de ces séquences n’a un lien statistique significatif avec la présence de la maladie sur le 

terrain et la souche Staphylococcus epidermidis R6B+ ne reproduit pas la maladie. 

Les comparaisons des flores fécales de lapins non inoculés et inoculés en cours de 

reproduction expérimentale d’EEL par DGGE n’ont pas permis la mise en évidence d’une bande ou 

d’un patron de bandes liés à la maladie. Les bandes apparaissant au second jour chez les inoculés ne 

correspondent pas à une espèce ni une famille spécifique. La présence d’une potentielle bactériémie 

a été confirmée chez 3 lapins sur 18, mais les espèces détectées étaient toutes différentes. 

L’hypothèse de souches opportunistes profitant de la fragilité de la paroi intestinale suite à la 

maladie est donc la plus probable. 

Les résultats obtenus lors du séquençage à ultra haut débit des différentes fractions 

renforcent l’idée qu’utiliser la biologie moléculaire pour analyser les inoculums est intéressante. En 

effet, de grandes différences de profils entre les cultures et le séquençage sont mises en évidence et 

la richesse bactérienne de ces échantillons est particulièrement élevée. D’un autre côté, si la 

résolution de ce genre d’analyse (souvent limité au genre) pourrait être utile pour limiter la 

recherche de l’agent dans une seule famille ou un seul genre bactérien, elle est insuffisante pour 

identifier l’agent directement. 

En conclusion, bien que l’agent responsable de l’EEL n’ait pas été identifié, différentes 

précisions ont été obtenues quant à la description de la flore des inoculums de référence, des 

animaux atteints d’EEL et de la bactériémie suspectée. Plusieurs perspectives sont ouvertes pour 

continuer les recherches sur l’entéropathie. 
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Dans le cadre de l’identification de l’agent étiologique, une étude approfondie devrait être 

réalisée sur les éléments génétiques mobiles présents dans le TEC4 ou dans les contenus intestinaux 

de lapins malades. En effet, des facteurs de virulences (le gène codant pour la toxine par exemple) 

pourraient être présents sur un élément génétique mobile tout comme les gènes de virulences de 

Vibrio cholerae (agent responsable du cholera) proviennent du bactériophage CTX (Waldor et 

Friedman, 2005) ou le gène de la Verotoxine (responsable du syndrome hémolytique et urémique) 

(Mainil et Daube, 2005).  

L’isolement et l’étude de la toxine déclenchant la phase précoce de la maladie pourrait être 

une alternative pour identifier l’agent étiologique, même si l’identification de cette protéine au sein 

des TEC ne soit guère plus simple que l’identification directe de l’agent.  

L’épidémie d’entéropathie épizootique du lapin est contrôlée depuis quelques années, mais 

de nombreux ateliers sont toujours touchés par cette pathologie. Il est donc important de continuer 

les recherches afin que des réponses soient apportées concernant non seulement l’identité de 

l’agent responsable, mais également la pathogénie, la prophylaxie et les traitements spécifiques à 

mettre en place pour lutter contre cette maladie.   
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 PUBLICATIONS 

1.  ARTICLE : “INOCULATION AND BACTERIAL ANALYSES OF FRACTIONS OBTAINED 

FROM THE REFERENCE INOCULUM TEC4 WHICH EXPERIMENTALLY REPRODUCES 

EPIZOOTIC RABBIT ENTEROPATHY.” 

Un premier article a été publié au World Rabbit Science sur les fractions sucrose, d’adhérence sur 

tapis cellulaire et traitées au chloroforme/éthanol. Ces différentes méthodes de fractionnement ainsi 

que leur analyse par bactériologie classique et leur inoculation sont présentées et discutées. 
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2.  ARTICLE : “EPIZOOTIC RABBIT ENTEROPATHY INOCULUM (TEC4) : ANTIBIOGRAMS 

AND ANTIBIOTIC FRACTIONATION.” 

Un article a été publié au Veterinary Research Communications. Les antibiogrammes réalisés 

sur le TEC4, le fractionnement par traitement aux antibiotiques ainsi que l’inoculation réalisée avec 

les trois fractions sélectionnées y sont présentés et discutés. 
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3.  CONFÉRENCE INTERNATIONNALE : “IS EPIZOOTIC RABBIT ENTEROPATHY (ERE) A 

BACTERIAL DISEASE?” 

Une conférence a présenté au World Rabbit Congress les résultats obtenus grâce aux profils 

de RFLP et DGGE.  
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4.  POSTER : “BIOMOLECULAR COMPARISON OF BACTERIOLOGICAL CAECAL FLORA 

WITH AND WITHOUT EPIZOOTIC RABBIT ENTEROPATHY (ERE) CONTAMINATION” 

Un poster a présenté au salon Biomedica 2009 les résultats obtenus grâce aux profils de 

RFLP, DGGE et RAPD.  



Publications 

131 
 



Publications 

132  
 

 

 



Publications 

133 
 

5.  SHORT COMMUNICATION : « EPIZOOTIC RABBIT ENTEROPATHY: COMPARISON OF 

BIOMOLECULAR PROFILES FROM VIRULENT AND NON-VIRULENT SAMPLES. » 

Une short communication a été publiée au Veterinary Journal. Les profils de RAPD et l’étude 

de terrain liés aux séquences d’intérêt mises en évidence grâce à cette technique y sont présentés et 

discutés. 
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6.  SHORT COMMUNICATION : «PYROSEQUENCING OF EPIZOOTIC RABBIT 

ENTEROPATHY INOCULUMS AND RABBITS CAECAL SAMPLES » 

Une short communication a été publiée au Veterinary Journal. Les résultats obtenus lors du 

séquençage par ultra haut débit y sont présentés et discutés. 
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