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RESUME

La pathologie digestive est 'une des causes de morbidité et de mortalité les
plus fréquentes en élevage cunicole. Au Bénin, aucune étude na encore été
réalisée sur les souches d’Escherichia coli impliquées dans les pathologies
intestinales du lapin. Le but de cette étude est de déterminer la fréquence
d’Escherichia coli entéropathogéne et la proportion globale d’E. coli chez les
lapins élevés a Abomey-Calavi, au sud-Bénin. A cet effet, nous avons réalisé
une étude bactériologique a partir de 74 lapins (dont 39 sevrés) comprenant
33 males et 41 femelles. Apres lautopsie des cadavres, des prélévements ont
été effectués sur les intestins et caeca porteurs de lésions inflammatoires.
Les analyses bactériologiques réalisées a partir de ces prélevements ont
permis de révéler la présence d’E. coli entéropathogéne porteur du géne
eaeA dans les élevages cunicoles dAbomey-Calavi avec une fréquence de
10,8%. Sur lensemble des intestins et caeca traités, la fréquence globale
d’E. coli (entéropathogéne ou non) est évaluée a 56,9%. Aucune variation
significative ma été observée ni en fonction du sexe ni en fonction de I'age des
lapins. Le test de sensibilité aux antibiotiques a montré que toutes les souches
isolées étaient sensibles a la gentamicine et a lenroflaxine. La présence
d’E. coli porteur du gene eaeA chez les lapins élevés dans la Commune
d’Abomey-Calavi au sud-Bénin est révélateur du risque élevé de morbidité
et de mortalité liées aux pathologies intestinales dorigine infectieuse dans
les élevages cunicoles.

Mots-clés colibacillose, sérotype, Bénin, Abomey-
Calavi, antibiogramme, enroflaxine, géne eaeA

SUMMARY

Frequency of enteropathogenic Escherichia coli in rabbits (Oryctolagus
cuniculus) in the municipality of Abomey-Calavi in Benin sub-equatorial
area

Digestive pathology is one of the causes of morbidity and mortality in the
most common rabbit breeding. In Benin, no study has yet been carried out
on Escherichia coli involved in intestinal diseases. The purpose of this study
was to determine the frequency of enteropathogenic Escherichia coli and the
overall proportion of E. coli in rabbits reared in Abomey-Calavi, in South
Benin. To this end, we conducted a bacteriological study from 74 rabbits
(39 weaned) including 33 males and 41 females. After the cadavers autopsy,
samples were taken on the intestines and caeca with inflammatory lesions.
Bacteriological analyzes from these samples have revealed the presence of
enteropathogenic E. coli carrying the eaeA gene in rabbit farms in Abomey-
Calavi, with a frequency of 10.8%. Out of all the intestines and caeca treaties,
the overall frequency of E. coli (enteropathogenic or not) is estimated at
56.9%. No significant changes were observed depending on either sex or
age of rabbits. The antibiotic sensitivity test showed that all isolates were
sensitive to Gentamicin and Enroflaxine. The presence of E. coli carrying
the eaeA gene in rabbits reared in the district of Abomey-Calavi is indicative
of the high risk of morbidity and mortality related to infectious intestinal
diseases in rabbit farms.

Keywords: colibacilosis, serotype, Benin, Abomey-
Calavi, susceptibility, enroflaxine, eaeA gene

Introduction

La cuniculture est I'un des élevages les plus accessibles a
la majeure partie des populations rurales et périurbaines a
cause des nombreux avantages qu'il offre [27]. Selon la FAO,
la production mondiale de lapins en 2013 est estimée a 925,2
millions de tétes. Le continent asiatique est la premiére zone
productrice du monde avec 56,7% de la production totale.
Avec une production estimée a 7,65 millions de tétes en 2012,
I'Egypte est le premier pays africain en cuniculture [10].

Au Bénin, [élevage du lapin a connu une importante
vulgarisation a partir de 1988 [14, 17]. Aussi la viande du
lapin est-elle entrée dans les habitudes alimentaires des
béninois. Des études ont montré que 64% de la population
ont consommeé au moins une fois la viande du lapin et 95% I'a

appréciée [18]. En 10 ans (1997 4 2007), le nombre délevages
cunicoles est passé de 400 a 1500 au Bénin. Dans la méme
période, la production de viande de lapin a évolué de 42 a
plus de 700 tonnes.

Malgré cette croissance de la production, le fort intérét
pour la viande de lapin crée un déséquilibre entre loftre
et la demande surtout que la résurgence de la grippe
aviaire en 2005 a orienté durablement les populations vers
le lapin. Ce déséquilibre est aussi accentué par diverses
pathologies qui freinent lessor de la cuniculture. Toutefois,
les connaissances sur les pathologies du lapin se limitent
au Bénin essentiellement a la maladie hémorragique virale
du lapin [16], a la coccidiose [15], aux parasitoses gastro-
intestinales et externes [11]. Au nombre de celles-ci, les
maladies bactériennes [8] et surtout celles de la voie digestive
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occupent une place importante en Afrique de louest y compris
le Bénin. Les pathologies digestives dorigine bactérienne ont
été peu abordées alors que leur role dans la morbidité et la
mortalité des lapins a été rapporté par certains auteurs [19,
20, 25]. Escherichia coli est impliqué dans plus de 50% des
mortalités enregistrées dans les élevages cunicoles du sud du
Bénin [9]. Toutefois aucune étude n’a été faite sur les souches
entéropathogenes. Etant donné que toutes les souches d’E. coli
ne sont pas sources d'infections digestives chez le lapin [20,
22], il est nécessaire de s'intéresser aux souches responsables
de pathologies intestinales au Bénin.

Lobjectif de cette étude est d'une part de déterminer la
fréquence d’Escherichia coli entéropathogene et la proportion
globale d’E. coli chez les lapins porteurs de Iésions intestinales
et dautre part détudier leur sensibilité aux antibiotiques.

Matériel et méthodes

LES ANIMAUX

Létude a porté sur 74 cadavres de lapins malades
provenant de trois élevages (Tableau I). Les éleveurs ont été
sélectionnés surlabase deleur accord pour participer alétude,
de leffectif de leur élevage et de la fréquence des mortalités
enregistrées. De plus, le Centre Cunicole de Recherche et
d’Information (Ce.Cu.RI) localisé a I'Université dAbomey-
Calavi a été retenu en sa qualité de centre de référence en
matiére de cuniculture au Bénin et de fournisseur de
géniteurs aux autres élevages. Létat de santé des lapins du
Ce.CURI peut donc renseigner sur la situation sanitaire
des autres élevages cunicoles de la commune d’Abomey-
Calavi. Lors de la collecte des lapins, nous avons recueilli les
informations relatives aux symptomes observés avant la mort
des lapins et a la date de leur mort.

REALISATION DES PRELEVEMENTS

A partir des 74 cadavres de lapins autopsiés, 65
prélevements destinés aux analyses bactériologiques ont été
effectués sur les lapins porteurs de 1ésions inflammatoires au
niveau des intestins et des caeca, lieux de prédilection d’E.

coli entéropathogene. Les liquides suspects ont été prélevés a
laide découvillons stériles alors que les fragments des organes
porteurs de lésions macroscopiques ont été recueillis de
fagon aseptique et mis en culture dans du bouillon enrichi.

IDENTIFICATION DES BACTERIES

Les bactéries présentes dans les organes prélevés ont été
dabord cultivées dans du bouillon enrichi puis isolées dans
la gélose en boite de Pétri. A partir d’'une culture pure, les
bactéries ont été identifiées par :

o les tests dorientation : coloration de Gram ; tests
de catalase, doxydase, de mobilité et d'O/F (Oxydation/
Fermentation) ;

o la recherche des caractéres biochimiques a l'aide d’'une
mini galerie : indole, H,S, lactose, glucose, sorbitol, inositol,
citrate, LDC, ODC, VP [7].

RECHERCHE DE L’ANTIBIOSENSIBILITE

Les souches d’Escherichia coli isolées ont été soumises
au test de sensibilité de sept antibiotiques conditionnés sous
forme de pastilles. A cet effet, la gélose Muller Hinton coulée
en boites de Pétri a été ensemencée en nappe avec les souches
d’E. coli. Les sept pastilles d’antibiotiques ont été ensuite
disposées sur la gélose. Apres incubation pendant 24 heures
alétuve a 37°C, la concentration minimum inhibitrice (CMI)
a été déterminée en considérant I'inhibition de la croissance
de chaque souche par les antibiotiques utilisés.

RECHERCHE DES SOUCHES D’E. coLl
ENTEROPATHOGENES

Elleaétéréalisée parlatechnique damplification multiplex
des facteurs pathogeénes chez E. coli : enteropathogenic
attachment and effacement (eaeA), shiga-like toxin I (slt-I) et
shiga-like toxin II sit-II [1, 5, 23]. Le typage par polymerase
chain reaction a été réalisé ala Faculté de Médecine Vétérinaire
de Liege (Belgique) a partir des souches d’E. coli identifiées
au laboratoire de microbiologie de I'Ecole Polytechnique
d’Abomey-Calavi (Bénin).

Nombre de cadavres de lapins

Elevages Localisation (;oordonp ces Effect} f des collectés
géographiques lapins _—

3 ? Total
. s P . 6°25’56,12” N

Ce.Cu.R.L Université dAbomey-Calavi 2920°46,08”E 719 15 (10%) 19 (15) 34 (25)
. s . 6°27°59,00N

ADOLPHE  Ville dAbomey-Calavi 219'19,78”E 345 8(5) 13 (8) 21 (13)
6°21’48,57”N

AHOZIN Pahou 2°08'16.47"E 675 10 (7) 9(4) 19 (11)

TOTAL 1739 33 (22) 41 (27) 74 (49)

* Nombre de lapereaux sevrés

TaBLEAU I : Nombre de lapins collectés dans les élevages prospectés
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Extraction de TPADN

Elle a été réalisée apres culture des différentes souches d’E.
coli 4 37°C pendant 24 heures. A cet effet 300 pl de culture ont
été centrifugés pendant 30 secondes. Le culot a été suspendu
dans 50 pl deau distillée stérile, bouilli pendant 10 mn et
centrifugé de nouveau pendant 30 secondes. Le surnageant a
été collecté et utilisé comme extrait PADN.

Réalisation de la PCR

Le mix préparé contenait par tube : 1 U de IADN
polymérase, 5 pl de ANTP (2 mM), 5 ul de tampon 10X (100
mM Tris-HCI [pH 8,80], 15 mM MgCl,, 500 mM KCI, 1%
Triton X-100), 0,5 pl de chaque amorce (40 mM) (tableau II)
et 5 ul dextrait PADN pour un volume total de 50 pl. Trente
microlitres d’huile minérale ont été ajoutés au mix avant
Pamplification. Les amorces ont été fournies par Eurogentec.

Lamplification a été réalisée avec le thermocycleur
Perkin-Elmer Cetus programmé pour 30 cycles : 5 mn a 95°C
suivi de 30 cycles a 95°C pendant 1mn, 60°C pendant 1 mn,
72°C pendant 1 mn et 72°C pendant 10 mn pour lextension
finale [5]. Les produits de l'amplification ont été séparés
sur gels dagarose a 2% et colorés au bromure déthidium.
Un marqueur de poids moléculaire de 100 paires de bases
a été utilisé pour chaque gel. La visualisation des gels a été
effectuée sous rayonnement ultraviolet.

ANALYSES STATISTIQUES

Les fréquences d’E. coli dans les intestins et caeca
porteurs de lésions inflammatoires ont été déterminées en
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rapportant le nombre de cas positifs apres I'identification
bactériologique par rapport au nombre total de prélévements
traités. Les fréquences ont été également calculées par sexe et
par 4ge puis comparées par le test bilatéral Z en utilisant le
logiciel STATISTICA, version monoposte.

Résultats

FREQUENCE D’E. COLI ENTEROPATHOGENE

Quatre souches d’Escherichia coli entéropathogénes ont
été identifiés sur les 37 souches analysées, soit une fréquence
de 10,8% (tableau III). Des souches entéropathogenes ont été
rencontrées dans les trois élevages prospectés. La fréquence
globale d’E. coli (entéropathogeéne ou non) est de 56,9% : 37
cas ont été positifs sur les 65 prélevements d’intestins et de
caeca de lapins traités.

Tous les quatre cas positifs pour E. coli entéropathogene
concernent les lapins déja sevrés.

Le géne associé a la virulence d’E. coli rencontré dans les
trois élevages est eaeA : les bandes apparaissent a la hauteur
espérée de 570 pb.

FREQUENCE GLOBALE D’E. COLI DANS PRELEVEMENTS
TRAITES

Sur la totalité des 65 prélévements d’intestins et de caeca
de lapins traités, 37 ont été positifs, soit une fréquence globale
de 56,9%.

Génes d’E. coli Amorces Taille du produit Références
associés ala Séquences des amorces de PCR (paires de
virulence base)
caeA B52 AGGCTTCGTCACAGTTG 570 BEEBAKHEE et al.
B53 CCATCGTCACCAAGAGGA (1992)
SIt-I B54 AGAGCGATGTTACGGTTTG 338 JACKSON et al.
B55 TTGCCCCCAGAGTGGATG (1987b)
. ggg TGGGTTTTTCTTCGGTATC 207 JACKSON etal
- GACATTCTGGTTGACTCTCTT a 987a)e a

TaBLEAU II : Caractéristiques des trois amorces utilisées

Elevages Nombre de prélévements Nombre de cas positifs Fréquence (%)
analysés
Ce.Cu.R.I. 17 2 11,76
ADOLPHE 12 1 8,3
AHOZIN 8 1 12,5
TOTAL 37 4 10,8

TaBLEAU III : Fréquence d’E. coli entéropathogene dans les élevages de lapins prospectés au Sud-Bénin
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La répartition de la fréquence d’E. coli en fonction du sexe
a été réalisée sur la population des 37 lapins porteurs de ce
colibacille. Les résultats obtenus ont montré une fréquence
légérement plus élevée chez les femelles que chez les males
méme si la différence nest pas significative (tableau IV).

En fonction de I'age, les intestins et caeca de 21 lapins
adultes (plus de 35 jours d’age) étaient porteurs d’E. coli.
Cette bactérie semble donc plus fréquemment rencontrée
chez les animaux en engraissement que chez les lapereaux
sous meres. Toutefois, la différence entre les deux classes
d4ge nlest pas statistiquement significative.

SENSIBILITE DES SOUCHES D’E. COLI IDENTIFIEES AUX
ANTIBIOTIQUES

Seules la gentamicine GM 120 et lenroflaxine ENO5
ont donné des résultats positifs a 100% sur les 37 souches

87

d’E. coli soumis au test de sensibilité de sept antibiotiques.
Des résultats intermédiaires et des cas de résistance ont été
obtenus avec la doxycycline D30, la colistine CL10 et la
tétracycline TE30 (Figure 1).

Discussion

Cette étude a permis dévaluer a 10,8% la fréquence d’E.
coli entéropathogeéne eaeA dans les intestins et le caecum de
lapins porteurs de lésions inflammatoires dans des élevages
cunicoles dAbomey-Calavi au sud-Bénin. La proportion
globale d’E. coli (entéropathogéne ou non) dans les
prélévements traités était de 56,9%. En Belgique, une étude
a montré que 72% des lapins malades analysés sont porteurs
d’une flore colibacillaire élevée et que pour 55% dentre eux,
il Sagit d’E. coli entéropathogene [24]. En France, certains
auteurs rapportent lisolement d’E. coli 0103, a partir de
lapins atteints de diarrhées, variant de 30 et 50%[3, 4, 12].
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Antibiotiques utilisés

FIGURE 1 : Sensibilité des 37 souches d’E. coli a sept antibiotiques

Animaux Nombre de souches d’E. coli Fréquence (%)
Miales 17 46°
Femelles 20 542
Total 37 100
04 35 jours 16 34°
Plus de 35 jours 21 56°
Total 37 100

Les fréquences de la méme colonne portant en exposant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%.

TaBLEAU IV : Fréquence d’E. coli en fonction du sexe et de I'age
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Ces résultats confirment la tendance élevée de la proportion
d’E. coli dans les infections digestives. Toutefois, la fréquence
d’E. coli entéropathogéne déterminée en France et en
Belgique (30 a 55%) est supérieure a celle de notre étude
(10,8%). Cette fréquence relativement faible que nous avons
obtenue a Abomey-Calavi au sud-Bénin peut étre liée a la
population concernée par létude. En effet, cette population
est constituée en Belgique uniquement de lapereaux alors
que nos travaux ont pris en compte aussi bien les jeunes que
les adultes. En France, elle comprend uniquement les lapins
diarrhéiques alors que ce critére na pas été pris en compte
dans notre étude.

Nos résultats montrent un écart élevé entre la fréquence
d’E. coli dans les intestins de lapins porteurs de lésions
inflammatoires (56,9%) et la  proportion de souches
entéropathogénes déterminée (10,8%). Dautres causes
infectieuses et non infectieuses peuvent justifier cet écart.
En effet, les lésions inflammatoires des intestins sont aussi
provoquées par des agents infectieux tels que Clostridium
spiroforme, Cl. piliforme et Eimeria sp. [20]. De méme, divers
facteurs non infectieux tels que le stress et une mauvaise
alimentation engendrent souvent de pathologies digestives
responsables d’inflammations des intestins [20, 21]. Nos
études nayant pas pris en compte ces aspects, les cas de
lésions inflammatoires négatifs pour E. coli entéropathogenes
peuvent étre dus aux causes parasitaires (Eimeria sp.) ou
aux causes non spécifiques. Par ailleurs, lentéropathie
épizootique du lapin, détiologie non encore élucidée, est
aussi responsable de pathologies digestives, mais elle ne
provoque pas d’inflammations macroscopiquement visibles
[20]. Lentérite mucoide, détiologie également inconnue, est
marquée essentiellement par une stase caecale et la présence
de mucus [21]. De méme les virus (surtout les rotavirus),
sauf complications bactériennes, provoquent habituellement
des troubles digestives mineures [20, 28]. Ces trois dernieres
causes ne peuvent donc pas étre impliquées dans les lésions
inflammatoires identifiées dans notre étude.

En considérant I'dge des lapins, des études ont montré que
E. coli est plus agressif chez les animaux apres le sevrage. En
effet, les lésions dues a E. coli sont présentes chez les lapins
de tous ages, mais sont beaucoup plus fréquentes chez les
lapereaux juste sevrés [20]. Nos résultats vont dans le méme
sens puisque nous avons constaté une plus grande fréquence
d’E. coli chez les animaux en engraissement que chez les
lapereaux sous meéres. Pour expliquer cette situation, certains
auteurs rapportent que l'adaptation a laliment solide des
lapereaux sevrés a 3 semaines est rapide [13]. Cependant,
labsence de lait maternel les rend vulnérables vis-a-vis d’une
infection a E. coli entéropathogéne. Par ailleurs, l'allaitement
retarde lapparition des signes cliniques en limitant la
colonisation digestive des bactéries [6]. Cet effet protecteur
disparait des le sevrage.

Labsence de la souche 0103, dont la virulence a été
démontrée par certains auteurs, mautorise pas a déclarer les
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élevages cunicoles du sud-Bénin indemnes de cette souche
d’E. coli [2]. Il conviendrait donc délargir les prospections a
d’autres élevages pour confirmer ou infirmer ce résultat.

En ce qui concerne la sensibilité aux antibiotiques des
quatre souches entéropathogeénes identifiées, la gentamicine
et lenrofloxacine ont été les plus efficaces sur toutes les
bactéries testées. En dehors de lenroflaxine que nous avons
mentionné, l'utilisation de la fluméquine et du furazolidone
a été aussi préconisé dans le traitement des troubles digestifs
[20]. La néomycine et lenroflaxine ont une meilleure activité
vis-a-vis des E coli O15 et O103 [26]. Toutefois, l'utilisation
de la gentamycine est proscrite par voie orale [20]. Il convient
néanmoins de souligner que le traitement de la colibacillose
par les antibiotiques a été souvent décevant.

En conclusion, cette étude, réalisée a partir de 65
prélevements effectués sur 74 lapins morts, a permis de
déterminer une fréquence de 56,9% d’E. coli d’'une part de
mettre en évidence la colibacillose du lapin par la recherche
des lésions macroscopiques ainsi que la mise en ceuvre
des analyses bactériologiques dautre part. Le typage des
souches d’Escherichia coli isolées a révélé des souches
entéropathogeénes dans une proportion de 10,8% et 'absence
du type O103. Deux antibiotiques ont été efficaces sur toutes
les souches d’E. coli étudiées : il sagit de la gentamicine
GM120 et de lenroflaxine ENO5.

La présence de souches entéropathogeénes devrait faire
prendre conscience du danger que courent les élevages
cunicoles dont le suivi sanitaire est négligé. Il convient donc
de renforcer les programmes de lutte par la prise en compte la
colibacillose. A cet effet, les antibiotiques reconnus efficaces
contre E. coli peuvent jouer un role important.
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