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INTRODUCTION

La diarrhée est un signe clinique trés fréquemment rencontré en consultation
vétérinaire. Elle se caractérise par une augmentation de la fréquence, du volume des selles ou
encore une diminution de leur consistance. Une diarrhée est qualifiée de « aigué » lorsque les
signes cliniques persistent depuis moins de 2 semaines. Les diarrhées aigués connaissent des
causes extra-digestives telles qu'une maladie pancréatique, hépatique, endocrinienne ou rénale
ou une infection systémique. La cause peut aussi étre digestive de nature infectieuse,

parasitaire, toxique, alimentaire, occlusive, tumorale ou inflammatoire.

Les diarrhées d’origine virale ou bactérienne sont communes particuliérement chez les
animaux jeunes, immunodéprimés, vivant en communauté ou dans de mauvaises conditions
sanitaires (Ettinger, Feldman, Coté 2017). Les agents en cause sont le plus souvent le
parvovirus canin, Salmonella spp. ou Campylobacter spp.. L’importance du role du
coronavirus, de Clostridium perfringens et d’Escherichia coli restent encore a définir.
Cependant, il est parfois compliqué de mettre en cause ces agents infectieux car beaucoup de
ces bactéries sont commensales dans le tube digestif et donc présentes chez les individus sains.

Il n’existe pas toujours de tests fiables pour mettre en cause 1’agent a ’origine de la diarrhée.

C. perfringens est un bacille gram positif, anaérobie strict et sporulé¢ qui est
fréquemment impliqué dans le développement de maladies dans plusieurs espéces dont le chien
(Kiu, Hall 2018). Il produit plusieurs toxines pathogénes différentes selon le biotype et la

souche auquel il appartient.

Cependant, C. perfringens est aussi fréquemment identifié¢ dans la flore commensale
intestinale du chien sain (Weese et al. 2001). Cela rend difficile sa mise en cause dans
I’apparition d’une diarrhée. Il n’existe pas a ce jour de méthode de référence permettant
d’impliquer C. perfringens dans un cas de diarrhée chez un chien. Deux tests basés sur
I’immunodétection sont néanmoins commercialisés, un test ELISA et un test RPLA dirigés
contre son entérotoxine (Marks et al. 2011). Des tests PCR permettant de déceler les génes
codant pour la toxine alpha (CPA) et I’entérotoxine (CPE) sont aussi disponibles

commercialement. Cependant, I’interprétation de ces tests est trés délicate du fait de
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I’importance du portage asymptomatique (Goldstein et al. 2012). L’évaluation de leur

spécificité et de leur sensibilité est nécessaire pour permettre leur interprétation.

La PCR quantitative est une méthode de biologie moléculaire permettant de quantifier
I’ADN codant pour d’une séquence d’intérét grace a une amplification. Cette méthode est aussi
proposée commercialement pour la détection du géne codant pour la CPA et la CPE de C.
perfringens. L utilisation de cette technique semblerait présenter une sensibilité et spécificité
supérieures aux autres tests lui conférant un role diagnostique supérieur (Leutenegger, Marks,

Robertson 2012).

L’objet de notre travail est de contribuer a préciser I’intérét diagnostique des tests
PCR quantitatifs de détection des génes codant pour les CPA et CPE de Clostridium

perfringens chez le chien.

Nous commencerons par rappeler les mécanismes physiopathogéniques des diarrhées
chez le chien. Dans un second temps, 1’aspect clinique des diarrhées associées a C. perfringens
sera abordé. Nous nous intéresserons ensuite aux méthodes diagnostiques utilisées en
comparant les différents moyens diagnostiques permettant de présomptivement imputer la
diarrhée a C. perfringens. Dans une dernicre partie expérimentale, nous étudierons les résultats
d’analyse a un panel de tests PCR quantitatifs réalisé sur une cohorte de 16 chiens cliniquement
sains recrutés dans le cadre de la constitution d’une coprothéque. Cette étude consistera a
comparer les résultats des chiens sains a des valeurs seuil retenues par le laboratoire pour les
geénes codant de la CPA et de la CPE afin de contribuer a éclairer le lecteur sur I’interprétation

possible de ces tests.
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PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Généralités sur les diarrhées aigués du chien

Chez le chien, le tube digestif est constitué¢ de la cavité buccale, le pharynx, l'cesophage,
I’estomac, I’intestin gréle et le colon. Sa fonction principale est I’assimilation de nutriments en
5 étapes successives: ingestion, fragmentation, digestion, absorption et élimination des produits
de dégradation. Le tractus gastro-intestinal, composé de I’estomac et des intestins, forme la
plus grande partie du tube digestif. (Bacha, Bacha 2000; Young et al. 2015; Mansour-Djaalab
2015; Ettinger, Feldman, Coté 2017)

La structure histologique de base en 4 tuniques concentriques est la méme tout le long
du tractus gastro-intestinal. Les 4 couches fonctionnelles de I’intérieur vers de I’extérieur sont

la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et 1’adventice (figure 1).

La muqueuse est la tunique qui varie le plus selon le segment du tube digestif concerné.
Il s’agit de la couche la plus importante cliniquement puisqu’elle a une fonction sécrétrice,
d’absorption et de barriere. Elle est constituée de 1’épithélium de revétement reposant sur le la
lamina propria (ou chorion) entourée elle-méme d’une musculaire muqueuse. La musculaire
muqueuse comprend deux couches de cellules musculaires lisses : la couche interne disposée

circulairement et la couche externe organisée longitudinalement.

La sous-muqueuse est une tunique conjonctive riche en fibres nerveuses formant le

plexus de Meissner.

La musculeuse se compose d’une couche interne de cellules musculaires lisses
organisées circulairement, de fibres nerveuses formant le plexus d’Auerbach, et d’une couche
externe de cellules musculaires lisses organisées longitudinalement. Enfin, I’adventice de

nature conjonctive lache délimite la paroi. Elle est le tissu de soutien pour les gros vaisseaux
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et les nerfs et permet le stockage de tissu adipeux. Dans la cavité abdominale, elle est assimilée

a une séreuse (ou au péritoine viscéral) et est revétue d’un épithélium pavimenteux.

Musculaire muqueuse

Chorion
Lumiére

Epithélium
Adventice

Plexus sous-muqueux
ilot lymphoide
Sous-muqueuse

Plexus myentérique

Musculeuse : couche circulaire interne

Musculeuse : couche longitudinale externe

Figure 1: Structure histologique de base du tube digestif
(Young et al. 2015)

L’intestin gréle est la partie du tube digestif partant du pylore et se terminant a la valvule
iléo-caeco-colique. Il est divisé en 3 segments : le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Au niveau
de I’intestin gréle, la surface de contact est amplifiée de plusieurs centaines de fois en formant
des replis et villosités a différentes échelles (figure 2), permettant ainsi a 1’intestin de remplir

sa fonction premiére, I’absorption.
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C cryptes Cf chyliféres Ch chorion CM couche circulaire interne de la musculeuse E entérocytes LM couche longitudinale

externe de la musculeuse MM musculaire muqueuse Mv microvillosités PC plis circulaires PP plaques de Peyer Se séreu
SM sous-muqueuse V villosités intestinales s i &

Figure 2 : Organisation de ['intestin gréle en plis circulaires et villosités
(Young et al. 2015)

La muqueuse est constituée d’un épithélium simple qui repose sur la lamina propria.
La finesse de I’épithélium permet de faciliter les échanges et plus particulierement I’absorption
des nutriments. Les jonctions serrées entre les cellules épithéliales sont composées de
complexes multiprotéiques incluant des protéines de la famille des claudines. Elles permettent
de limiter les échanges entre la lumiére et le milieu interstitiel aux échanges controlés par les
cellules épithéliales. Les cellules qui composent I’épithélium sont majoritairement des

entérocytes, des cellules mucipares ou des cellules de Paneth (figure 3).
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Figure 3 : Organisation histologique de I’épithélium des cryptes de Lieberkhiin de l'intestin gréle
(Mansour-Djaalab 2015)

Le long de l’intestin gréle, la muqueuse et la sous-muqueuse forment des plis
transversaux particuliérement nombreux au niveau du jéjunum, nommés valvules conniventes
ou plis circulaires. De plus, des expansions de la muqueuse sous forme de projections
digitiformes nommées villosités intestinales accroissent aussi la surface d’échange. Des
cryptes de Lieberkiithn se situent a la base des villosités intestinales et sont constituées
majoritairement d’entéroblastes, cellules cylindriques indifférenciées pouvant se diviser et se
différencier. Elles sont a I’origine du renouvellement de 1’épithélium en produisant entérocytes
et cellules mucipares au niveau de la zone germinative. La plupart de ces entéroblastes se
différencient en entérocytes en migrant jusqu’au pole apical des villosités ou ils restent 2 a 3

jours avant d’étre éliminés dans la lumiere du tube digestif.

Les entérocytes sont des cellules cylindriques polaires dont le pole luminal est constitué

de microvillosités qui accroissent la surface d’échange avec la lumiére intestinale. Elles sont

18



responsables du processus d’absorption. On parle de “bordure en brosse” du fait de I’apparence
de I’épithélium au microscope. Ces entérocytes jouent aussi un role dans la digestion: ils
produisent des enzymes digestives telles que les diosidases ou les peptidases entérocytaires

permettant la derniére étape de digestion des glucides et des protides avant leur absorption.

Les cellules mucipares ou cellules caliciformes a mucus sont dispersées dans
I’épithélium. Elles assurent un role protecteur de la muqueuse et lubrifiant en produisant de la
mucine qui forme une couche de mucus sur I’épithélium. Les cellules de Paneth, situées a la
base des cryptes et distinguées par leurs granules apicaux éosinophiles, ont une fonction de
défense. Leurs granules contiennent des peptides antimicrobiens (défensines) et des enzymes
protectrices (lysozyme et phospholipase A) qu’elles libérent afin de protéger les cryptes des
agents pathogenes. Les cellules épithéliales reposent toutes sur la lamina propria, un tissu

conjonctif lache qui soutient et assure la nutrition de I’épithélium.

Le duodénum se distingue histologiquement des autres portions de I’intestin gréle par
la présence importante de glandes tubulaires ramifiées et pelotonnées dans la sous-muqueuse,
les glandes de Brunner. Lors du passage de chyme dans le duodénum, ces glandes sécrétent un
mucus filant et alcalin afin de neutraliser I’acidité¢ du chyme a la sortie de I’estomac ce qui

permet de protéger la muqueuse duodénale.

Le cdlon est la partie de I’intestin qui fait suite au caecum et s’étend jusqu’au rectum.
L’épithélium de sa muqueuse est compos¢ des mémes cellules principales que 1’intestin gréle,
les entérocytes et les cellules mucipares, mais la muqueuse ne forme pas de plis circulaires
distincts. En effet, le role d’absorption du colon est moindre et se réduit plutot a I’absorption
d’eau et de sels minéraux. Les cellules épithéliales forment de nombreuses glandes tubulaires
droites ou cryptes qui sont trés proches les unes des autres. Les cellules mucipares prédominent
a la base de glandes. Elles sont de plus en plus nombreuses sur la partie distale du célon afin
de produire du mucus en quantité suffisante pour permettre au contenu plus sec de progresser

dans le tube digestif.

19



GROS INTESTIN

coupes longitudinales

schéma n®12

INTESTIN GRELE

A

cellules caliciformes

muqueuse glandes de

lymphoide c.interne

circulaire
musc.
mucosae
c.externe
long.
sous- / 2 TG plexus de
o Meissner
muqueus: —— ey
- ”~
. c.interne
._ circulaire
i ‘ d'Auerbac\th '
c.externe
longitudinale
P’ - e - — s o
sorouse | 4 Kl L Bomte. e e
e e S ei—— — = :

duodénum jéjuno-iléon colon

Figure 4 : Organisation histologique comparée de [’intestin gréle et du célon
(Mansour-Djaalab 2015)

A la différence de ’intestin gréle, les parties ascendantes et descendantes du colon sont
fixes dans la cavité péritonéale. Leur séreuse les attache fermement au péritoine pariétal. La
musculaire est plus épaisse que dans I’intestin gréle afin d’assurer une activité péristaltique

puissante.

Les mouvements macroscopiques de 1’intestin sont longitudinaux et involontaires et

sont de 3 natures différentes (Klein 2019; Guyton, Hall 2016; Ettinger, Feldman, Coté 2017) :

- Les mouvements pendulaires, de glissement des anses entre elles que
I’on retrouve uniquement dans 1’intestin gréle.

- Les mouvements de segmentation rythmique qui permettent de brasser
et de segmenter le contenu intestinal local sans progression dans le tube

digestif. IlIs sont a I’origine d’une meilleure absorption du contenu
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intestinal et sont particuliecrement importants dans le célon afin de
déshydrater le contenu intestinal.

- Les mouvements de péristaltisme : les fibres musculaires se contractent
en amont et se relachent en aval permettant la progression du contenu

dans le tube digestif.

Les contractions intestinales ne sont pas aléatoires mais régulées et organisées selon le
schéma spatio-temporel de complexes moteurs migrants (CMM) en 3 phases : absence de
contraction, brassage puis péristaltisme. Ces CMM sont initiés par les cellules de Cajal situées
dans le tissu interstitiel entre la couche longitudinale et circulaire de la musculeuse. Cette

motricité intestinale est régulée de plusieurs fagons :

- Lorsqu’une fibre lisse est étirée lors du passage de contenu intestinal, elle se
dépolarise, se contracte et transmet la dépolarisation aux cellules voisines. Ce
contréle myogéne est a l'origine des mouvements pendulaires et de
segmentation rythmique.

- Les plexus d’Auerbach et de Meissner fonctionnant de maniére autonome, ils
constituent un contréle nerveux intrinséque intrapariétal stimulant le
péristaltisme.

- Le systéme nerveux autonome régule la motricité gastro-intestinale de fagcon
réflexe. Le systeme parasympathique active la motricit¢ tandis que le
sympathique I’inhibe. Il s’agit d’un contrdle nerveux extrinséque.

- Il existe aussi un controle endocrine, paracrine et métabolique : la motiline,
la gastrine, le glucose (hypoglycémie) et la CCK-PZ stimulent la motricité

tandis que la somatostatine, I’adrénaline, la sécrétine et le glucagon I’inhibent.

Afin d’absorber les nutriments présents dans 1’alimentation a travers les entérocytes, le
bol alimentaire doit étre fragmenté en petites molécules afin d’€tre absorbée dans la circulation.
Pour cela, les sécrétions digestives sont indispensables. Elles sont principalement produites par

les glandes salivaires, I’estomac, le pancréas et le foie (Klein 2019; Gilles 2006; Rieutort 1999).
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La salive permet d’humidifier et donc de lubrifier le bol alimentaire mais aussi d’initier
la digestion avec des enzymes telles que I’amylase salivaire permettant I’hydrolyse de I’amidon

et du glycogene.

L’estomac sécréte principalement de ’acide chlorhydrique permettant d’acidifier le
milieu, et des enzymes protéolytiques. L'acidification du milieu assure plusieurs fonctions: elle
détruit la plupart des micro-organismes pathogenes, elle initie la digestion des glucides et
dénature les protéines et enfin, elle active certaines enzymes. En effet, les enzymes produites
par I’estomac sont trés puissantes et sont donc sécrétées sous la forme de précurseurs inactifs.
Elles sont activées dans la lumiére de ’estomac : ce sont des zymogenes. Par exemple, le
pepsinogene sécrété par les cellules principales de I’estomac est activé en pepsine dans le
milieu acide que constitue la lumicre de I’estomac ce qui lui permet de décomposer les

protéines en peptides.

Le pancréas sécréte un suc aqueux composé de nombreuses enzymes,
d’hydrogénocarbonates et de mucus qui est déversé dans la partie haute de I’intestin gréle par
la papille duodénale accessoire pour la majeure partie chez le chien. Les enzymes principales
sont le trypsinogene qui poursuit la dégradation des protides une fois activé en trypsine dans
I’intestin, la lipase qui hydrolyse les lipides en glycérol et acides gras, et 1’amylase
pancreéatique qui scinde les osides en oses. Les hydrogénocarbonates sécrétés permettent de
neutraliser 1’acidité du chyme alimentaire aprés son passage dans l'estomac et ainsi éviter

I’autodigestion de I’intestin.

La bile produite par le foie permet la digestion des lipides en favorisant leur émulsion.
Elle contient des phospholipides, du cholestérol mais surtout des acides biliaires. Les acides
biliaires sont constitués d’une partie hydrophobe et une partie hydrofuge ce qui lui confére une
fonction détergente en rendant les lipides solubles dans I’eau. Les acides biliaires produits par
le foie sont dits primaires. Ils sont ensuite transformés en acides biliaires secondaires par le
microbiote intestinal et plus particulierement par Clostridium hiranonis chez le chien (Ziese,
Suchodolski 2021). Le foie étant un organe avec une fonction de filtre, on retrouve aussi dans

la bile des métabolites qui nécessitent d’étre excrétés par le corps comme la bilirubine.

Seule la derniére étape de 1’hydrolyse des glucides et protéines est réalisée par les
entérocytes via la production de diosidase et de peptidase entérocytaires fixées a leur membrane

apicale. Les nutriments peuvent ensuite tre transportés a travers la muqueuse.
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Etant donné la continuité du tube digestif avec I’extérieur, le tube digestif représente
une porte d’entrée pour les agents pathogénes. A I’interface avec la lumicre, la muqueuse du
tube digestif joue un role de barricre. Elle empéche les infections par les agents pathogénes
tout en restant tolérante envers les antigénes de la nourriture mais aussi de la flore commensale

(Ettinger, Feldman, C6té 2017; Bach 1999; Stokes, Waly 2006).

Avant méme [intervention du systtme immunitaire, certains mécanismes
physiologiques permettent de prévenir la pénétration des agents pathogeénes dans le milieu
interstitiel. Tout d’abord, Le microbiote intestinal protége 1’hote des pathogénes par le
mécanisme de résistance a la colonisation. En effet, la flore résidente entre en compétition avec
les pathogenes pour les ressources comme 1I’oxygene et les nutriments mais aussi pour le milieu

notamment pour les sites d’adhésion a la muqueuse (J. S. Suchodolski 2011).

Le mucus joue aussi un role de barriere en piégeant les micro-organismes. Il est
majoritairement constitué de glycoprotéines de haut poids moléculaire nommées mucines
présentant de nombreuses chaines O-glycosylées. Ces chaines sont trés hétérogenes entre elles
ce qui rend possible la liaison potentielle a une grande diversité de micro-organismes. Ce gel
trés hydraté qui tapisse et lubrifie les parois intestinales est ensuite éliminé par les mouvements
de péristaltisme avec les micro-organismes qui lui sont fixés. Dans sa couche la plus proche
de D’épithélium, du lysozyme et les IgA sécrétoires se concentrent et contribuent a
I’immunoprotection non spécifique en exergant des propriétés antibactériennes (Gaudier,

Hoebler 2006).

Enfin, 1’épithélium joue un réle de barriére physique notamment grace a ses jonctions

serrées qui régulent le passage des molécules et des ions a travers I’espace paracellulaire.
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Lorsque ces mécanismes physiologiques sont insuffisants pour lutter contre les
agressions, une réponse immunitaire innée se met en place. De nombreuses cellules immunes

innées sont présentes dans la paroi intestinale de fagon a agir rapidement.

Tout d’abord, les macrophages présents dans la lamina propria et les plaques de Payer
exercent une activit¢é de phagocytose trés efficace. Ils produisent aussi de nombreuses
cytokines, chimiokines et médiateurs de I’inflammation tels que le TNF-alpha, les eicosanoides
ou les leucotriénes (Ettinger, Feldman, C6té 2017). Ils ont aussi producteurs de 1’interleukine
10, un médiateur anti-inflammatoire permettant 1’élimination des bactéries franchissant
I”épithélium sans déclencher de réponse inflammatoire délétére (Chevailler et al. 2018; Mowat,

Bain 2011).

Des granulocytes neutrophiles sont présents en faible nombre de fagon physiologique
dans la lamina propria mais en cas d’inflammation, leur nombre augmente de fagon importante
pour exercer une activité de phagocytose importante (Zindl et al. 2013). Des mastocytes et des
granulocytes éosinophiliques sont aussi présents dans la lamina propria. En cas
d’inflammation, ils produisent des médiateurs chimiques de I’inflammation tels que
I’histamine, I’héparine, des eicosanoides ou des cytokines. Les granulocytes éosinophiliques
sont un des types de cellules immunitaires les plus représentés dans la lamina propria chez le
chien. Ils ont un réle pro-inflammatoire majeur particuliecrement lors de phénomeénes

allergiques (Ettinger, Feldman, Coté 2017).

Certains lymphocytes situés au sein de 1’épithélium, les lymphocytes intra-épithéliaux,
jouent un role dans la réaction immunitaire innée. Ils constituent la premicre ligne de défense
contre les agents pathogenes par leur action cytotoxique. D’autres cellules lymphoides innées
dépourvues de récepteurs spécifiques aux antigenes telles que les cellules Natural Killer, sont
en contact avec les cellules épithéliales. Malgré leur faible quantité par rapport aux autres
cellules hématopoiétiques de I’intestin, elles jouent un rdle important dans I’initiation et
’orientation des réponses immunitaires (Chevailler et al. 2018; Ettinger, Feldman, Coté 2017;

Sonnenberg, Artis 2015).
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L’ensemble de ces moyens de défense peut s’avérer parfois insuffisant. Une réaction
immunitaire spécifique se met alors en place. Elle est assurée par un tissu lymphoide associé
a la muqueuse de l'intestin : le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) (figure 5). 11 est
constitué¢ de tissu lymphoide agrégé mais aussi d’un tissu lymphoide diffus (Stokes, Waly

2006; Elwood, Hamblin, Batt 1997; Elwood, Garden 1999)

Le tissu lymphoide diffus se situe majoritairement dans la lamina propria de la
muqueuse. On y retrouve des plasmocytes, des lymphocytes T et des cellules dendritiques. Il
existe aussi des lymphocytes T intra épithéliaux qui représente la premiere ligne de défense

immunitaire spécifique.

Le tissu lymphoide agrégé est composé des follicule clos, des plaques de Peyer et des
nceuds lymphatiques mésentériques. En effet, des follicules lymphoides de taille importante
s’individualisent et s’étendent de la muqueuse a la musculeuse : ce sont les follicules clos. Dans
I’intestin gréle et plus particulierement dans I’iléon, ils forment des ilots dans la lamina propria
nommés plaques de Peyer qui apparaissent comme des domes entre les villosités de quelques

millimétres & quelques centimetres.

En regard des follicules clos et des plaques de Peyer, les villosités intestinales
disparaissent et sont remplacées par un épithélium prismatique infiltré de cellules lymphoides,
de macrophages mais aussi de cellules M qui assurent une forte activité de pinocytose et de

transport des antigeénes de la lumiére intestinale vers les follicules clos.

La présentation des antigénes est alors assurée par les cellules M, les cellules
dendritiques de la lamina propria mais aussi par les entérocytes. Apres la présentation des
antigénes aux lymphocytes T, des mécanismes effecteurs sont mis en place. Les lymphocytes
T migrent vers les nceuds lymphatiques pour finaliser leur maturation avant de rejoindre la
mugqueuse intestinale. De leur c6té, les lymphocytes B forment des centres germinatifs au sein
des plaques de Peyer ou ils proliférent et changent de classe d’anticorps des IgM vers des IgA.
Ils rejoignent ensuite les nceuds lymphatiques pour finir leur maturation puis migrer vers la
muqueuse ou ils assurent la production d’IgA sécrétés dans la lumiere intestinale par

transcytose au travers des entérocytes (Hart 1979).
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Figure 5: Organisation du GALT (Chevailler et al. 2018)

Etant donné le grand nombre d’antigénes présents dans le contenu intestinal
n’appartenant pas au “soi”, les lymphocytes T régulateurs ou encore les cellules dendritiques
de la lamina propria occupent un roéle majeur pour maintenir une certaine tolérance envers les
antigénes non nocifs. La tolérance est un phénoméne complexe qui met en jeu de nombreux
facteurs tels que le sevrage, des facteurs génétiques, I’alimentation ou la flore microbienne. Le
microbiote intestinal joue en effet un role important dans 1’installation et la régulation de la
réaction immunitaire indispensable au maintien de I’homéostasie (Gaboriau-Routhiau, Cerf-

Bensussan 2016).

En cas de franchissement de 1’épithélium ou d’agression par des bactéries pathogénes,
I’équilibre entre le systéme immunitaire et le microbiote peut étre rompu. Les réponses innées
mais aussi les réponses adaptatives s’intensifient pour stopper la menace (Goto, Kiyono 2012).

Cependant, une réaction immunitaire excessive peut s’avérer délétére pour 1’hdte. Par exemple,
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un afflux massif de polynucléaires éosinophiles ou neutrophiles est a ’origine de 1ésions

épithéliales graves (Gaboriau-Routhiau, Cerf-Bensussan 2016).

Le microbiote intestinal est I’ensemble des micro-organismes qui colonisent le tractus
digestif du chien. Il s’agit d’'une communauté microbienne riche et trés variée composée de
bactéries, d’archées, de champignons et de virus (Fonty, Chaucheyras-Durand 2007). Les
bactéries représentent plus de 98% des micro-organismes présents. La flore dominante du chien
est donc constituée de bactéries nombreuses et variées. Les phyla majoritaires sont les
Firmicutes et les Bacteroidetes et la classe la plus représentée est celle des Clostridia. Les
champignons, les Archées et les virus représentent chacun 1% ou moins du matériel génétique
de cette flore (Suchodolski et al. 2005; Handl et al. 2011; Swanson et al. 2011; Jan S.
Suchodolski 2011; Suchodolski, Camacho, Steiner 2008)

La métagénomique est une des méthodes d’étude du microbiote les plus utilisées a ce
jour. Elle consiste a analyser par séquencage de I’ADN le microbiome qui est défini comme
I’ensemble des génomes des micro-organismes dans le milieu donné. Cette technique a permis
de grandes avancées dans I’étude du microbiote par rapport a la culture bactérienne. Elle a
notamment permis de mettre en évidence une grande diversité¢ de composition bactérienne entre
les individus (Simpson et al. 2002; Suchodolski et al. 2005). Cette variabilité interindividuelle

rend I’interprétation des analyses bactériologiques de selles complexe.

Au sein de I’individu, la composition des microbiotes est aussi variable en fonction du
segment choisi. L’abondance des bactéries a tendance a s'accroitre le long du tube digestif. Le
colon est particulierement propice a la survie et a la multiplication des bactéries du fait de son
pH neutre a acide et du transit qui y est ralenti. Le contenu colique est donc le plus abondant
en bactéries de I’ensemble du tube digestif avec 10'? organismes par gramme de féces soit

I’équivalent de 50% de la matiere fécale (Suchodolski et al. 2005).

Le microbiote intestinal occupe plusieurs roles majeurs (Flint et al. 2012; Ettinger,

Feldman, Coté 2017):
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- Ilsertde barriére contre les agents pathogénes, notamment par un phénomene
de compétition pour la niche écologique.

- Il participe de fagon importante aux phénomenes de digestion en permettant la
fermentation des glucides, la biodégradation des protéines et I’absorption des
lipides.

- Il se rend aussi indispensable au métabolisme de 1I’hote en synthétisant de
nombreuses vitamines (K, B2, B8, B9, B12) ou encore en neutralisant les
toxines alimentaires ou bactériennes dans le tube digestif.

- Ses interactions dynamiques avec les cellules épithéliales et le systéme
immunitaire lui conférent un role régulateur des mécanismes de défense de
P’intestin notamment sur la production de mucus et de peptides anti-microbiens
ou sur la production de chimiokines et de cytokines. Il permet aussi la régulation

de réponses inflammatoires pouvant s’avérer déléteres pour I’hote.

Quatre mécanismes physiopathologiques principaux a l’origine de diarrhée sont
identifiés. Ils peuvent contribuer a I’apparition de la diarrhée de fagon isolée mais sont le plus

souvent associés (Washabau 2013; Freiche, Hernandez 2011; Ettinger, Feldman, Co6té 2017).

Lors de défaut d’assimilation des nutriments, le contenu intestinal devient
osmotiquement actif, c'est-a-dire qu’il attire I’eau. C’est le cas lors de changement brutal
d’alimentation ou de surcharge alimentaire. De plus, une insuffisance en sels biliaires ou en
enzymes pancréatiques engendre souvent une maldigestion a 1’origine d’une diarrhée
osmotique. La malabsorption lors d’atrophie villositaire, de lymphangiectasie ou de MICI peut

aussi provoquer des phénomenes osmotiques.

Les nutriments n’ayant pas été absorbés restent dans le contenu luminal et provoquent
un appel d’eau du fait de leur concentration. La capacité de réabsorption du colon est saturée

et les matiéres fécales sont alors trop hydratées. Ce phénoméne peut s’auto-amplifier en
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provoquant une dysbiose et des anomalies de conversion des acides biliaires primaires en
acides biliaires secondaires. La fermentation des glucides par cette flore aboutit & une grande

quantité d’acides organiques qui renforce le caractére osmotiquement actif du contenu luminal.

Lors de diarrhée osmotique, les électrolytes sont peu affectés par le phénoméne. L’eau
contenue dans le tractus digestif contient donc peu de sodium et de potassium. Ainsi, le calcul
de I’écart osmotique fécal est un bon indicateur de phénomene osmotique. Il s’agit de la
différence entre I’osmolalité de la lumiére intestinale (égale a celle du plasma soit 290
mOsm/kg) et 'osmolalité de la lumicre intestinale dues aux électrolytes (soit deux fois la
somme des ions sodium et potassium pour prendre en compte les anions associés a ces cations).
Si I’écart osmotique fécal est supérieur a 50 mOsm/kg, une diarrhée d’origine osmotique est

probable (Eherer, Fordtran 1992).

De fagon physiologique, les entérocytes des cryptes sécrétent des ions et des fluides qui
sont réabsorbés par les entérocytes des villosités. Lors de diarrhée sécrétoire, les ions sont
transportés de facon anormale dans les entérocytes : la sécrétion basale est augmentée et la
réabsorption apicale peut étre diminuée. Les ions chlorure et sodium ne sont plus absorbés

correctement mais excrétés en exces. L’écart osmotique fécal est donc faible.

Il existe plusieurs causes a ce déréglement. En premier lieu, on retrouve les
entérotoxines bactériennes comme lors de la prolifération des Escherichia coli
entéropathogeénes (Popoff 1998). La présence d’acides biliaires primaires déconjugués non
réabsorbés en amont ou d’acides gras hydroxylés sont aussi a 'origine de diarrhée sécrétoire.
Enfin, les médiateurs endocrines de I’inflammation tels que les eicosanoides, 1’histamine, le
PAF, I’interleukine-1 ou la bradykinine provoquent ces déréglements ioniques (Banwell 1990).
La présence de ces médiateurs résulte en des changements dans la concentration intracellulaire
de I’AMPc, de la GMPc, du calcium ou des protéines kinases des entérocytes a 1’origine du

déréglement ionique.

Une particularité¢ de la diarrhée sécrétoire est qu’elle persiste méme en cas de dicte

contrairement aux autres mécanismes physiopathologiques de diarrhée.
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L’augmentation de la perméabilité de la muqueuse cause une fuite d’eau, d’électrolytes
mais aussi de protéines et d’hématies dans la lumiere de I’intestin. La muqueuse de I’intestin
peut perdre sa fonction de barriére de deux fagons principales :

- Par des lésions pariétales graves de l'intestin lors de phénoméne inflammatoire ou
néoplasique. Il peut s’agir d’infection virale ou bactérienne, de 1’administration
d’AINS, d’une tumeur, d’amyloidose digestive, de MICI ou d’hypersensibilité locale.

- Par une augmentation de la pression hydrostatique interstitielle lors de lymphome,

d’insuffisance cardiaque congestive droite ou d’obstruction lymphatique.

Des troubles moteurs de I’intestin peuvent étre a I’origine de diarrhée. Ils ne sont pas

primitifs mais secondaires a une inflammation ou a une infiltration néoplasique.

En effet, I’inflammation provoque une diminution de la fréquence des CMM et une
augmentation de la fréquence des GMC. Les GMC sont des contractions propulsives puissantes
qui se propagent sans interruption de I’intestin gréle a 1’iléon terminal voire au c6lon. Un des
médiateurs de I’inflammation, le PAF (platelet-activating factor) semble étre un des médiateurs
stimulant les GMC. 1l est synthétisé¢ par de nombreuses cellules immunitaires tels que les

granulocytes, les monocytes, les macrophages et les mastocytes (Jouet et al. 1995).

L’augmentation de la fréquence des CMM accélére largement le transit intestinal
provoquant la présence de contenu alimentaire non digéré et de sécrétions pancréatiques et
biliaires dans le colon a I’origine d’une composante osmotique. Par ailleurs, I’augmentation de
fréquence des CMM implique une diminution des mouvements de segmentation rythmique qui

favorise la prolifération bactérienne et aggrave la diarrhée.
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II. Les diarrhées aigués a Clostridium perfringens

C. perfringens est une bactérie décrite pour la premiére fois en 1891 par William H.
Welsh au cours d’une autopsie d’un homme dans lequel des bulles de gaz ont été retrouvées
dans des vaisseaux infectés (Welch, Nuttall 1892). Fréquemment associée a des cas de
gangrene gazeuse chez des soldats pendant la premiére guerre mondiale, elle a d’abord regu le
nom de Bacillus aerogenes capsulatus pour sa capacité a produire du gaz (Lucey, Hutchins

2004).

C. perfringens est une bactérie bacille Gram-positive. C’est une bactérie anaérobie
stricte qui peut tout de méme survivre a la présence d’une faible quantité de dioxygene ce qui
facilite sa transmission. Elle est ubiquitaire, on la retrouve largement dans 1’environnement :
dans le sol, la nourriture ou les eaux usées (Kiu, Hall 2018) mais aussi dans la composition du

microbiote intestinal sain de I’homme et de nombreuses espéces animales.

Cette bactérie a la capacité de produire des spores lorsqu’elle rencontre des conditions
de privation nutritionnelle. Lors du processus de sporulation, des entérotoxines, toxines jouant
un réle pathogéne notamment lors d’intoxication alimentaire chez I’homme, sont produites (Li
et al. 2016). Les spores produites sont des structures dormantes résistantes a de hautes
température et pouvant survivre dans 1’environnement a long terme (Paredes-Sabja, Sarker

2009).

Sa croissance est une des plus rapides parmi les bactéries. Cette capacité lui permet de
proliférer trés vite lors d’infection chez son héte. Son temps de génération (12 & 17 minutes a
37°C) (Li, McClane 2006) est deux fois plus court que des bactéries intestinales commensales
telles que Escherichia coli ce qui représente un avantage non négligeable pour C. perfringens

lors de sa colonisation du tube digestif (Mehdizadeh Gohari et al. 2021).

La germination des spores, c’est-a-dire leur retour a la phase de cellules végétatives, est
activée par des molécules de petite taille nommées « germinants » (Kiu, Hall 2018). Chez

I’homme, les acides biliaires primaires sont suspectés jouer ce role pour la famille des
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Clostridiaceae (Wang et al. 2015). A I’inverse, les acides biliaires secondaires ont montré un

role inhibiteur de la prolifération de C. perfringens in vitro (Sorg, Sonenshein 2008).

C. perfringens sécréte de nombreuses toxines. Plus d’une vingtaine de toxines ont été
identifiées comme facteurs de pathogénicité principaux et sont classées en toxines majeures ou
mineures. Les toxines majeures sont la toxine alpha, la toxine béta, la toxine epsilon, la toxine
iota, I’entérotoxine et la toxine NetB. Comme leur nom 1’indique, elles jouent un role majeur

dans la pathogénicité de C. perfringens.

Selon la souche, la bactérie produit une combinaison de toxines différentes
(Mehdizadeh Gohari et al. 2021). Initialement, les souches étaient classées en 5 toxinotypes de
A a E selon la combinaison de toxines majeures produites. Ce systéme est encore parfois utilisé
mais a ce jour, deux nouvelles classes F et G ont été ajoutées (figure 6). La classe F est
composée de souches appartenant anciennement a la classe A mais présente la particularité de

produire des entérotoxines (Rood et al. 2018).
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Figure 6 : Systeme de toxinotype actuel de C. perfringens (Gohari et al. 2021)

Les nombreuses autres toxines produites comme les collagénases, neuraminidases, les
caséinases, les deoxyribonucléases, les hyaluronidases ou les uréases sont des toxines
mineures. Seules, leur role pathogeéne est réduit mais elles sont essentielles dans la dégradation
des tissus de I’hote afin d’apporter a la bactérie les nutriments qu’elle ne peut pas produire

(Rood, Cole 1991; Revitt-Mills et al. 2015).

La CPA est une toxine produite par toutes les souches de C. perfringens qui joue un
role pathogeéne important lors de gangréne gazeuse (Mehdizadeh Gohari et al. 2021). 1l s’agit
d’une toxine qui hydrolyse la phosphatidylcholine et la sphingomyé¢line des membranes
phospholipidiques des cellules. Elle stimule aussi la production d’enzymes aux activités
phospholipase et sphingomy¢élinase chez son hote. Les conséquences biologiques de liaison de
I’alpha-toxine a la cellule peut aller jusqu’a la mort de cellule mais ses effets sont différents

selon le type et le statut de la cellule concernée (Oda et al. 2015).
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Comme évoqué plus tot, la CPE est une toxine libérée lors du processus de sporulation
de C. perfringens au moment de la lyse de la cellule mére (Freedman, Shrestha, McClane
2016). Seules 5% des souches isolées produisent la CPE. La plupart sont des souches
appartenant au toxinotype F et moins communément aux toxinotypes C, D et E (Mehdizadeh
Gohari et al. 2021). Leur action consiste a fixer les claudines, des protéines des jonctions
serrées en région apicale des cellules épithéliales. Une fois fixées, elles forment des micropores
dans les membranes des entérocytes. Ces pores sont a 1’origine d’altérations de la perméabilité
de la membranes et laissent entrer des cations comme le calcium. L’entrée de calcium provoque
I’apoptose voir la nécrose des entérocytes. Certaines jonctions serrées sont aussi détruites dans
un second temps augmentant alors la perméabilité paracellulaire. In vivo, I’action de la toxine
se manifeste par un raccourcissement sévere des villosités de I’intestin gréle, une nécrose et
une desquamation de 1’épithélium (figure 7). Ces modifications sont a 1’origine d’une perte de
perméabilité de 1’épithélium mais aussi d’un défaut d’absorption. Chez le chien, une étude a
montré que 1’administration orale ou dans la lumiére intestinale de la CPE engendrait
I’accumulation de liquide et une diarrhée (Bartlett, Walker, Ziprin 1972). L’importance de la
CPE est majeure chez ’homme car celle-ci est responsable des intoxications alimentaires par
C. perfringens type A, la quatrieme cause en nombre de cas d’intoxications alimentaires en

France en 2013 et 2014 (Cauteren et al. 2018; Freedman, Shrestha, McClane 2016)
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Figure 7 : Effets histologiques de [’entérotoxine de C. perfringens sur les anses intestinales de lapin
(a. avec entérotoxine : raccourcissement des villosités et desquamation épithéliale, b. groupe contréle
pour comparaison) (Gohari et al. 2021)

La toxine Net F a été récemment mise en cause dans 1’apparition du syndrome de
diarrhée aigué hémorragique chez le chien et de la gastroentérite nécrosante fatale du poulain
(Gohari et al. 2015; Leipig-Rudolph et al. 2018). Cette toxine cytotoxique est aussi a 1’origine
de la création de pores dans la membrane des entérocytes (figure 8) mais son mécanisme

d’action nécessite plus de recherches.
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Figure 8 : Mécanismes d’action des toxines de C. perfringens dans le contexte des infections
intestinales (Kiu, Hall 2018)

3. Implications cliniques chez I’animal et ’homme

Du fait de ces divers facteurs de pathogénicité, C. perfringens est associ¢ a plusieurs
maladies systémiques et entériques telles que des cas de gangréne, d’intoxication alimentaire

ou encore d’entérocolite (Kiu, Hall 2018).
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Chez I’homme, C. perfringens de type F constitue la seconde cause d’intoxication
alimentaire bactérienne aux Etats-Unis en causant avec 1 million de cas par an (Mehdizadeh
Gohari et al. 2021). Les personnes atteintes, souvent des personnes agées, présentent des
crampes intestinales et une diarrhée aqueuse sans fievre ni vomissements. La plupart des
symptomes sont auto-limitants ce qui serait a 1’origine d’une sous-estimation des cas. C.
perfringens est également associ¢ a des diarrhées sporadiques ou liées a la prise
d’antibiotiques. Les symptomes sont une douleur abdominale et une diarrhée prolongée qui
peut durer plusieurs semaines. C. perfringens de type F et son entérotoxine serait responsable
de 15% des cas de diarrhée associée aux antibiotiques (Asha, Tompkins, Wilcox 2006). C.
perfringens de type A est aussi la cause des entérites nécrotiques du nouveau-né prématuré
qui représente la plus sévere et la plus 1étale des urgences gastro-intestinales du nouveau-né

dans le monde entier (Rees, Eaton, Pierro 2010).

De nombreux animaux présentent aussi des maladies gastro-intestinales associées a C.
perfringens. L’entérite nécrotique du poulet est caractérisée par des Iésions gazeuses et de la
nécrose de la muqueuse par distension par le gaz. Elle est associée au toxinotype G du fait de
la production de la toxine NetB par les clostridies. Chez le pore, les toxinotypes A, C et F
affectent les jeunes porcelets qui présentent une diarrhée séveére accompagnée d’une nécrose

de la muqueuse intestinale et une atrophie des villosités.

L’entérocolite nécrosante aigué du cheval et du poulain est une maladie sévere qui
rassemble des signes caractéristiques des infections a C. perfringens : une apparition brutale et
une nécrose de I’intestin. Ses symptomes et son origine sont trés proches du syndrome de
diarrhée hémorragique aigué chez le chien. Le poulain présente généralement une diarrhée
hémorragique ainsi qu’une nécrose de I’intestin pouvant mener a la mort de I’animal. Les
souches infectantes sont de type F et produisent souvent des entérotoxines et des toxines [32
(Gohari et al. 2014). Tout comme chez le chien, les toxines NetE, NetF et NetG nouvellement

découvertes sont aujourd’hui envisagées comme causes sous-jacentes de la maladie (Gohari et

al. 2020).
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La diarrhée est définie comme I’émission de selles hyperhydratées associée a une
augmentation de la fréquence de défécation. La consistance des selles est variable de molles a
compleétement liquides. Il est possible de décrire la diarrhée avec un score fécal pour plus
d’objectivité (annexe 1). On parle de diarrhée aigué lorsque 1’épisode de diarrhée dure moins
de 14 jours (Hall, Williams, Kathrani 2020). La diarrhée est chronique lorsque 1’épisode excede
cette durée ou que la diarrhée récidive périodiquement. A 1’examen clinique, on peut parfois

mettre en évidence du poil souillé par les défécations.

Il n’existe pas de signe clinique pathognomonique d’infection par C. perfringens. La
diarrhée peut présenter des caractéristiques orientant vers une localisation gréle, colique ou
mixte lors d’infection a C. perfringens (Marks et al. 2002). D’autres signes cliniques
accompagner la diarrhée comme des vomissements, une anorexie, une déshydratation... En
effet, la présentation clinique des diarrhées a C. perfringens peut étre plus ou moins intense,
allant de la diarrhée auto-limitante sans complication a 1’entérite hémorragique fatale (Marks

etal. 2011).

Il existe une forme clinique particuliére de diarrhée aigué associée a C. perfringens chez
le chien : le syndrome de diarrhée hémorragique aigué (AHDS) (Hall, Williams, Kathrani
2020; Ettinger, Feldman, Co6té 2017; Unterer, Busch 2021). Il est possible que ce syndrome ne
soit qu’une forme grave d’entérite & C. perfringens. Cette présentation clinique n’est pas rare
et est caractérisée par une diarrhée hémorragique sévére et soudaine accompagnée d’une
hémoconcentration. Historiquement, un hématocrite supérieur a 60% était diagnostique de
AHDS (Burrows 1977) mais une étude prospective de 2015 a montré que les chiens atteints
pouvaient avoir un hématocrite compris entre 33 et 76% avec une moyenne de 57% (Mortier

et al. 2015a).
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Dans la 80% des cas de cette étude, les premiers signes sont des vomissements qui
devenaient hémorragiques dans 50% des cas. Ces vomissements avaient valu a ce syndrome
le nom de « gastro-entérite hémorragique » dans un premier temps. Cependant, ce terme n’est
plus utilisé car il implique la présence d’inflammation gastrique, or des analyses histologiques
de biopsies menées sur des chiens présentant un AHDS, n’ont pas mis en évidence de 1ésion

aigué de I’estomac (Leipig-Rudolph et al. 2018; Unterer et al. 2014).

En ce qui concerne la diarrhée, elle est importante, aqueuse et hémorragique et est
souvent accompagnée d’une atteinte de 1’état général caractérisée par de la léthargie et de
I’anorexie. Des signes d’hypovolémie ou d’hypoperfusion comme une hypothermie, ou une
tachycardie peuvent apparaitre du fait de la déshydratation. Une douleur abdominale est
présente dans 20% des cas. La diarrhée apparait en moyenne 10 heures aprés les premiers

vomissements mais parfois plus de 2 jours aprés dans certains cas.

L’AHDS touche plutét des animaux d’age moyen et de petite race avec une
prédisposition des Yorkshire terrier, du pinscher miniature, du bichon maltais et du schnauzer
miniature (Mortier et al. 2015a; Dupont et al. 2021). L’4ge moyen des chiens déclarant le
syndrome est de 5 ans mais il peut tout de méme toucher des animaux de tout age (0,3 a 16

ans) (Mortier et al. 2015a). Il ne semble pas y avoir de prédisposition de sexe.

La prédisposition des chiens de petite taille peut s’expliquer par plusieurs hypothéses.
Il a été suggéré que la tendance a I’hyperexcitabilité et au stress des petits chiens (McGreevy
et al. 2013) pourrait mener a des troubles gastro-intestinaux du fait de leur influence sur la
motilité et la perméabilité de I’intestin. Par ailleurs, les catécholamines libérées lors de stress
pourraient étre la cause d’une augmentation de la croissance et de la virulence de la flore
pathogeéne et commensale de I’intestin (Konturek, Brzozowski, Konturek 2011) menant a
I’AHDS. Une autre hypothése (Gohari et al. 2015) pouvant expliquer la surreprésentation des
petits chiens lors d’AHDS, est leur prédisposition aux pancréatites (Chase et al. 2009). En effet,
lors de pancréatite, la trypsine contenue dans le suc est produite en quantité moindre et ne

pourrait plus exercer son action protéolytique sur les toxines (Songer 1996).

L’hiver, le nombre de cas est significativement plus élevé que pendant les autres saisons

probablement du fait de la température extérieure basse ou de I’ingestion de neige par le chien.
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En effet, le froid a des effets directs sur la motilité gastro-intestinale (Lei, Chen 2009) mais

cette association nécessite plus d’investigations.

Le proneostic est généralement favorable pour I’animal sous couvert de réhydratation.
La plupart des épisodes se résolvent en 48h et nécessitent une hospitalisation de 2 a 3 jours en
moyenne (Dupont et al. 2021; Mortier et al. 2015b). Cependant, les selles sont encore de
consistance molle 5 jours apres le déclenchement de la maladie pour 1/3 des cas. Le taux de
mortalité est faible, 2% des chiens sont décédés dans cette étude prospective ou ils recevaient
le traitement adéquat (Mortier et al. 2015a). Etant donné le faible taux de mortalité, aucun

facteur pronostic défavorable n’a pu étre identifié.

En 2014, Unterer et al. ont mené une étude afin de mettre en évidence les 1ésions gastro-
intestinales a I’origine de I’AHDS (Unterer et al. 2014). L’¢étude a été menée sur 10 chiens
présentant un épisode de diarrhée hémorragique aigu€ pour lesquels les causes autres de
diarrhée hémorragique ont été exclues. L’endoscopie a mis en évidence des Iésions
d’hyperhémie, d’hémorragie, d’érosion et d’hémorragie de la muqueuse intéressant le tractus
intestinal sur son ensemble a des localisations variées selon I’individu. L’histologie des
biopsies ont mis en évidence chez tous les chiens des 1ésions aigués et nécrosante de la
mugqueuse ainsi qu’une infiltration neutrophilique dans I’intestin (figure 9). Ces 1ésions étaient
retrouvées dans différentes portions de I’intestin mais les lésions muqueuses étaient
généralement plus séveres dans le colon. Une étude de 2018 publiée par une équipe similaire
mene les mémes conclusions sur 9 chiens atteints d’AHDS a la différence prés que les 1ésions

de I’intestin gréle et du colon étaient de sévérité similaire (Leipig-Rudolph et al. 2018).
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Figure 9 : Coupes histologiques de duodénum de chien présentant un AHDS
(Leipig-Rudolph et al. 2018)

1 Nécrose épithéliale avec hyperémie du sommet des villosités (Leipig-Rudolph et al. 2018)
2 Nécrose aigué des cryptes épithéliales

Dans ces 2 études, 1’histologie met aussi en évidence la présence d’une couche épaisse de
bacilles adhérentes a la surface des zones de nécrose de la muqueuse. A I’immunohistologie,
ces bactéries se sont révélées appartenir aux Clostridium spp. (figure 10). Dans 2/3 des cas, C.
perfringens a pu étre isolé dans les cultures provenant des biopsies duodénales des 1ésions.
Chez les chiens témoins, C. perfringens n’a été isolé que dans les biopsies duodénales d’un

chien sur 11 dans la premicre étude (0/9 dans 1’étude de 2018).
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Figure 10 : Présence de bacilles Gram positif au sommet des villosités nécrotiques de I’épithélium du
duodénum d’un chien présentant un AHDS (Leipig-Rudolph et al. 2018)

Une destruction aigué¢ de la muqueuse intestinale comme celle observée peut s’expliquer
par 4 mécanismes connus : 1’ischémie, ’hyperthermie, une infection a parvovirus ou par
I’action des entérotoxines. Les 2 premicres causes ont été exclues par ’anamnése et 1I’examen
clinique des chiens. L’infection a parvovirus a elle aussi été exclue par les résultats négatifs
des test ELISA et des analyses immunohistochimiques sur les biopsies. L’action des
entérotoxines serait donc la cause la plus probable pour expliquer les 1ésions histologiques

observées.

Par ailleurs, méme si les clostridies font partie de la flore commensale du tube digestif du
chien, C. perfringens est rarement retrouvé a la culture du contenu duodénal (Benno et al.
1992). De plus, les couches de bactéries ne sont pas normalement retrouvées a I’histologie chez
le chien sain (Davis et al. 1977). Les résultats des cultures des chiens atteints d’AHDS semblent
donc mettre en évidence un phénomene de prolifération de C. perfringens sur les muqueuses

intestinales en regard des 1ésions nécrotiques.
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Cependant, une question réside sur le fait que cette prolifération de C. perfringens soit la
cause ou une séquelle de la maladie. Toute inflammation mene en effet a une dysbiose et la
diarrhée aigué€ chez le chien entraine des altérations importantes du microbiome intestinal
(Suchodolski et al. 2012). Plusieurs éléments sont tout de méme en faveur d’un réle primaire
de C. perfringens (Unterer et al. 2014):

- LesIésions histologiques mises en évidence sont des Iésions caractéristiques d’infection

a C. perfringens chez d’autres espéces.

- C. perfringens a été isolé dans la plupart des biopsies intestinales des chiens présentant

un ADHS.

- Laprésence de bactéries et les Iésions de la muqueuse sont fortement associées.

- Aucune autre cause ne permet d’expliquer la nécrose de 1’épithélium de la muqueuse.

Alors que C. perfringens était déja suspecté d’étre impliqué dans ’apparition de
I’AHDS, la publication de 1’équipe de S. Unterer a propos des 1ésions histologiques in vivo a
I’origine du symptdme renforce trés fortement cette hypothése comme nous avons pu le voir
précédemment (Unterer et al. 2014). Cependant, le mécanisme physiopathologique de

I’apparition de la diarrhée reste encore a déterminer.

L’entérotoxine (CPE) étant a 1’origine de lésions similaires de nécrose intestinale chez
d’autres especes, elle a été une des premicres toxines a étre envisagée en tant qu’agent causal
des lésions d’AHDS. Par ailleurs, dans une étude de 2002, une corrélation avait été rapportée
entre 1’apparition d’AHDS et la détection de la CPE par RPLA (Marks et al. 2002). En effet,
sur les 12 chiens présentant un AHDS, la CPE était détectée par ELISA dans les feces de chez
8 d’entre eux et particulicrement chez les 4 présentant des symptomes suraigus menant a la
mort. Cependant, le role de la CPE dans I’apparition du syndrome a été écarté par une étude
prospective de 2014. Méme si la prévalence de chien positif a la CPE dans leur féces par la

méthode ELISA était plus élevée chez les chiens présentant un AHDS (13 sur 54) que chez les
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chiens témoins (0 sur 23), cette prévalence reste trés basse ce qui rend peu probable la mise en

cause de la CPE seule dans I’apparition du syndrome.

En 2015, un nouveau toxinotype de type A a été identifi¢ chez des chiens ayant présenté
un AHDS qui leur a été fatal. Trois nouveaux genes codant pour trois toxines différentes
nommées NetE, NetF et NetG appartenant a la superfamille des leucocidines, ont été
découverts (Gohari et al. 2015). La culture des souches isolées a montré qu’elles présentaient

une cytotoxicité importante pour les cellules ovariennes équines.

De nombreuses expériences in vitro ont permis d’identifier le réle de ces toxines dans
la cytotoxicité de la souche isolée (Gohari et al. 2015). D’abord, cette étude montre que
I’inactivation du géne NetF fait perdre a la souche son pouvoir cytotoxique et que la réinsertion
du géne netF lui rend son pouvoir cytotoxique. Par ailleurs, seul I’antisérum dirigé contre la
toxine NetF a permis de neutralisé la cytotoxicité de cette souche. Ces données indiquent
clairement que la toxine NetF est responsable de la cytotoxicité envers les cellules ovariennes
équine de la souche isolée. Cependant, le fait que la souche soit cytotoxique uniquement envers
les cellules ovariennes équines sur le panel de lignées testées rend I’extrapolation in vivo chez
le chien compliquée. Il semblerait qu’un récepteur soit présent sur la cellule hote pour que NetF
puisse former des pores dans sa membrane. De plus, il est possible que la lignée de cellules
ovariennes équine soit particulierement sensibles a NetF et que NetE et NetG jouent un role
aussi important voire plus important que NetF in vivo. Par ailleurs, toutes les souches portant
le géne netF étaient aussi porteuse du géne cpe. Cette donnée est indirectement en faveur de

I’implication de la CPE dans I’apparition de la maladie.

Par ailleurs, d’autres études étudiant la prévalence de C. perfringens possédant le géne
codant la toxine NetF chez les chiens atteints d’AHDS semblent confirmer I’importance de la
celle-ci dans le mécanisme physiopathologique de I’AHDS. Chez les 9 chiens présentant un
AHDS d’une étude de 2018, C. perfringens a pu étre isolé chez 6 d’entre eux. Parmi les 6
souches de C. perfringens, 5 étaient porteuses du géne cpa sans porter le géne d’autre toxines
majeures. Les génes cpe et cpb?2 étaient présent chez 4/5 de ces souches et netF chez 5/5 de ces
souches (Leipig-Rudolph et al. 2018). Une seconde étude datant de 2019 confirme que la
prévalence de C. perfringens possédant les génes netF et netE est significativement supérieure
chez les chiens présentant un AHDS (48%) que chez les chiens sains (12%) ou que les chiens

souffrant d’une parvovirose (0%) (Sindern et al. 2019a). La présence de génes codant pour
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NetF et NetE chez les souches de C. perfringens semble donc spécifique a I’AHDS lors de
diarrhée aigu€ du chien. L’¢étude suggeére que ’AHDS est le résultat de la prolifération de

souches de C. perfringens possédant les génes netF et netE.

Ainsi, il semble assez probable que les 1ésions retrouvées lors d’AHDS soient issues de
I’action des toxines NetF produites par une infection a C. perfringens de type A (voire F)

possiblement associée a I’action des toxines NetE, NetG ou encore de la CPE.

Cependant, 1’origine de la prolifération de C. perfringens n’est pas élucidée. Il est
communément suspecté qu’une dysbiose soit impliquée et autorise la prolifération de la

bactérie (Ziese, Suchodolski 2021).

D’autres agents infectieux pourraient aussi étre impliqués dans ’apparition de ce
syndrome. Le circovirus canin ayant été isolé chez des chiens présentant un AHDS, des études
ont cherché a identifier son potentiel role dans la pathologie mais celles-ci écartent un role

primaire du virus (Dowgier et al. 2017; Anderson et al. 2017).

En 2019, une épidémie de diarrhée hémorragique en Norvege a fait 1’objet d’une étude
sur les changements du microbiote associés par une analyse métagénomique sur amplicon ciblé
sur 50 chiens malades et 11 chiens sains (Herstad et al. 2021). Dans cette étude, la présentation
clinique des chiens était tres proche de celle de ’AHDS. Le diagnostic d’AHDS a été réalisé
par exclusion par la mise en ceuvre de différents tests a la discrétion de chaque vétérinaire. Si
une augmentation du nombre de C. perfringens a ét¢ mise en évidence dans les selles de ces
chiens, la bactérie Providencia spp. pourrait avoir un role primaire dans I’épidémie en question.
La bactérie n’est retrouvée chez aucun chien sain de 1’étude alors qu’elle est retrouvée en

abondance chez les chiens atteints d’AHDS (Herstad et al. 2021).
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Dans une seconde étude sur cette épidémie, suite a la mort de 18 chiens, une analyse
histologique de D’intestin gréle et du colon a montré des changements importants de la
mugqueuse avec une perte diffuse de 1’épithélium de surface et de la structure en couche avec
I’effondrement de la /lamina propria des villosités (Jorgensen et al. 2021). De nombreux
bacilles Gram-négatifs ont pu étre observées a la surface ou groupés au sein méme de la lamina
propria. L hybridation in situ fluorescente réalisée sur des sections de I’intestin gréle et du
colon de 5 chiens chez lesquels Providencia alcalifaciens avait été cultivée, a montré que ces
bacilles correspondaient a la bactérie P. alcalifaciens au niveau des lésions décrites. De plus,
le séquencage du génome des isolats de P. alcalifaciens chez 77 chiens a montré par analyse
phylogénétique basée sur le polymorphisme nucléotidique, que chez 51 chiens les isolats
étaient étroitement proches et avaient trés probablement une origine commune. Méme si I’étude
épidémiologique n’a pas pu mettre en évidence de source de contamination chez les chiens, ces
¢léments tendent a attribuer a P. alcalifaciens. un role primaire dans 1’épidémie. D’autres
études sont nécessaires pour identifier le role de cette bactérie dans ’AHDS en général. Etant
donnée les caractéristiques épidémiologiques de ces épisodes, il est possible que les signes
cliniques de ces chiens ne soient pas liésa un AHDS. Par ailleurs, il faut garder a I’esprit que si
la prolifération de C. perfringens fait réellement suite a une dysbiose, 1’origine de celle-ci n’est

pas nécessairement identique pour tous les chiens malades.

Comme nous 1’avons déja évoqué, la présentation clinique d’une infection entérique a C.
perfringens est peu spécifique. Un diagnostic différentiel large est a établir dans le but de

pouvoir exclure les causes nécessitant une prise en charge différente (tableau I).
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Tableau I : Diagnostic différentiel de la diarrhée aigué chez le chien

ATTEINTE | NATURE DE LA CAUSE CAUSE
. Corps étranger
Causes mécaniques . :
Intussusception intestinale
Intolérance alimentaire
(Intoxication alimentaire, intoxination alimentaire, changement brutal d’alimentation, réaction
B e pharmacologique, indiscrétion alimentaire)
Réaction alimentaire indésirable d’ongine immunologique
m Parasitaire
= (Ankylostomes, Trichures, Toxocara, Strongyloides, Cystoisospora, Cryptosporidium, Giardia)
<)
— .
- - Viral
A Causes infectieuses

(Parvovirus, Adéenovirus, Paramyxovirus, Coronavirus, Rotavirus, Coronavirus, Circovirus)

Bactérien
(Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli, Clostridium difficile, Clostridium perfringens)

Causes néoplasiques

Lymphome, adénocarcinome, léiomyosarcome. ..

Causes inflammatoires

MICI
Lymphangiectasie

EXTRA-DIGESTIVE

Causes métaboliques

Crise addisonnienne

Pancréatite ou autre atteinte pancréatique
Atteinte hépatique

Atteinte rénale

Intoxication

Plomb. inhibiteurs des cholinestérases

Néaplasies extra-digestives

Syndrome paranéoplasique

47



Au cours de la consultation, il est important de déterminer si les répercussions générales
justifient une hospitalisation. La déshydratation et le choc hypovolémique sont les motifs
d’hospitalisation les plus fréquents. Soixante-treize pourcent des chiens sont déshydratés d’au
moins 5% lors de leur admission (Dupont et al. 2021). Cependant, lorsque le chien atteint
d’AHDS est présenté trés tot apreés l’apparition de vomissements et/ou de diarrhée
hémorragiques, il ne présente pas toujours de signe clinique de déshydratation. Dans ce cas, il
est tout de méme conseillé d’hospitaliser I’animal du fait de la détérioration clinique souvent

trés rapide pouvant mener a la mort.

L’objectif premier de 1’hospitalisation est la réhydratation de 1’animal par
fluidothérapie avec des solutés cristalloides isotoniques (Unterer, Busch 2021). Dans les cas
les plus graves, des bolus de 30 mL/kg sur 10 minutes peuvent étre répétés jusqu’a 3 fois de
suite si besoin. Une perfusion a un débit de 40 a 60 mL/kg/h peut aussi &tre nécessaire jusqu’a
ce que I’hématocrite revienne dans les valeurs de référence. La réponse a la fluidothérapie peut
aussi étre évaluée cliniquement. L’objectif est de retrouver une fréquence cardiaque inférieure
a 120 bpm chez le petit chien et 100 bpm chez le grand chien, un temps de recoloration des
muqueuses inférieur a 2 secondes, une pression artérielle dans les normes et un état de
conscience normal. La fluidothérapie est a poursuivre jusqu’a que le chien soit capable de
subvenir a ses besoins hydriques seul (50 mL/kg/24h), tout en prenant en compte les pertes
hydriques par la diarrhée et les vomissements (jusqu’a 10 mL/kg/h dans les cas sévéres). En
moyenne, 12 heures de fluidothérapie permettent a 1’animal d’étre réhydraté (Dupont et al.

2021).

En cas de besoin, la douleur du chien doit étre gérée médicalement. La buprénorphine
doit étre favorisée car elle n’affecte pas I'intégrité du tube digestif et son action sur la motilité

du tube digestif reste minime. Les AINS et autres morphiniques doivent étre évités.
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Le second objectif de I’hospitalisation est la surveillance rapprochée afin d’agir
rapidement si des complications apparaissent. Il peut s’agir de d’une hypoalbuminémie sévere,
d’un sepsis ou encore d’une coagulation intravasculaire disséminée. Dans ce cas, la prise en
charge doit étre plus spécifique et tres rapide. Le suivi biochimique de 1’animal par la mesure
réguliére des lactates peut s’avérer utile. En effet, lors d’hypovolémie, la perfusion du foie est
diminuée et une hyperlactatémie significative est observée a 1’admission (Unterer, Busch
2021). La sévérité de I’hyperlactatémie est généralement associée avec un pronostic plus
défavorable pour I’animal. Cependant, si I’hyperlactatémie est ordinairement corrélée avec la
sévérité de la maladie et un taux de mortalité plus élevée au sein d’une population, ce n’est pas
toujours le cas a I’échelle individuelle (Gillespie, Rosenstein, Hughes 2017). La cinétique des
lactates sur plusieurs mesures est un meilleur indicateur pronostique qu’une mesure seule. Une

diminution significative des lactates est en faveur d’une bonne réponse a la fluidothérapie.

Dans une étude récente sur 123 chiens présentant un AHDS, le dosage de la Protéine C
réactive (CRP) a montré une corrélation positive avec la sévérité de ’atteinte de I’animal mais
une absence de corrélation significative avec la durée d’hospitalisation. Ces résultats tendent a
montrer que la CRP seule n’est pas un indicateur pronostique suffisant (Dupont et al. 2021).
Cependant, d’autres études sont nécessaires pour évaluer I’intérét pronostique d’un suivi

biochimique de la CRP.

Que ’animal soit hospitalisé ou non, les traitements symptomatiques additionnels ont
pour objectif de soulager I’animal, de diminuer 1’intensité des signes cliniques et d’accélérer la

résolution de 1’épisode.

Lorsque des vomissements sont associés a la diarrhée, I’administration d’anti-vomitifs
a action centrale comme le maropitant ou le métoclopramide, permet de soulager 1’animal, de
diminuer les pertes hydriques et les désordres électrolytiques et une réalimentation plus

précoce.

Des inhibiteurs de la pompe a proton ou des antihistaminiques H2, peuvent aussi

étre prescrits en cas de vomissements importants de fagcon a réduire les risques de 1ésion
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d’cesophagite liés a 1’acidité du contenu. Pour les mémes raisons, le sucralfate peut étre
administré afin de former une barriere protectrice de 1’cesophage contre 1’acidité des
vomissements. Celui-ci doit étre distribué a distance (au moins 2h) des repas et des autres

médicaments (Hall, Williams, Kathrani 2020).

Une courte période de jefine est traditionnellement recommandée afin de mettre le
tractus gastro-digestif au « repos ». Cependant, le jeline peut avoir des conséquences néfastes
sur I’animal. S’il dure plus de 48h, il peut étre a ’origine d’un retard de récupération de la
fonction intestinale, de malnutrition ou de I’apparition de troubles dus au manque de nutrition
entérale comme un iléus, une dysbiose ou une translocation bactérienne (Chan, Freeman 2006).
Le jetine doit donc étre limité au juste temps nécessaire a réhydrater I’animal soit de 12 a 36h
maximum. Chez le chiot de petite race, le risque d’hypoglycémie est accru, ce qui conduit a
suivre la glycémie des le début de I’hospitalisation. La réalimentation est réalisée
graduellement en distribuant régulierement de petites quantités de nourriture pendant 3 a 5
jours (Ettinger, Feldman, Coté 2017). Elle doit étre appétente, trés digestible et plutot pauvre
en graisses. Si le chien refuse de s’alimenter, la mise en place d’une sonde naso-oesophagienne

doit étre envisagée.

Des protecteurs du tube digestif peuvent étre administrés régulicrement tels que
I’association de kaolin et de pectine, la smectite, le sous-salicylate de bismuth, le charbon
activé, les sels d’aluminium ou de baryum. Leur efficacité n’est pas prouvée mais le concept
de leur utilisation repose sur leur action probable d’adsorption des bactéries et des toxines et
de protection des muqueuses inflammées (Bengmark, Jeppsson 1995; Ettinger, Feldman, Coté
2017; Hall, Williams, Kathrani 2020). Il est recommandé d’espacer leur prise de 2h par rapport
aux autres médicaments pour éviter les défauts d’absorption intestinale (Washabau 2013;

Peyron, Toulza 2013).

Des modificateurs de la motricité (Ettinger, Feldman, Coté 2017; Freiche, Hernandez
2011) tels que des anticholinergiques, des opiacés ou des anti-muscariniques peuvent aussi étre
utilisés. Ils agissent par la voie de contrdle extrinseque de la motilité intestinale et permettent
généralement une amélioration rapide de la diarrhée et des douleurs abdominales. Cependant,
il faut se montrer prudent sur leur utilisation particuliérement avec les spasmolytiques qui
ralentissent le transit et pourraient augmenter les risques de surpopulation bactérienne (Hall,

Williams, Kathrani 2020).
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La diarrhée aigué est un motif de consultation fréquent et un antibiotique est
fréquemment prescrit en premicre intention particuliérement lors de diarrhée hémorragique. En
effet, la présence de sang dans les selles est souvent le reflet d’une destruction importante de
la barriére intestinale pouvant aboutir a une translocation bactérienne. De plus, en cas d’AHDS,
I’hypovolémie a I’origine d’un débit splanchnique réduit est un facteur favorisant la survenue
de phénomenes de translocation bactérienne (Deitch 1993). L’amoxicilline associée a 1’acide
clavulanique est généralement 1’antibiotique choisi en premiére intention du fait de son large

spectre, la rareté de ses effets secondaires et sa marge de sécurité importante (Weese 2007).

Cependant, I’antibiothérapie peut parfois avoir des effets néfastes supérieurs a ses effets
bénéfiques. Un usage inapproprié peut induire une perturbation de la flore intestinale protective
permettant la prolifération de pathogenes (Suchodolski et al. 2009; Grenvold et al. 2010). Des
résistances aux antibiotiques peuvent aussi étre présentes ce qui pose a la fois un probléme de
réponse thérapeutique chez 1’animal concerné et un probléme de santé publique (Costelloe et

al. 2010).

Une étude prospective controlée contre placebo menée en aveugle sur 60 chiens, a
permis d’évaluer I’intérét de la mise en place d’une antibiothérapie en cas d’AHDS (Unterer et
al. 2011). Le premier groupe de 29 chiens a recu de 1’amoxicilline associée a ’acide
clavulanique ainsi qu’un traitement symptomatique, tandis que le second groupe de 24 chiens
ne recevait que le traitement symptomatique. Aucune différence significative de sévérité des

signes cliniques, du taux de mortalité, ou de la durée d’hospitalisation n’a été mise en évidence.

En parall¢le, une hémoculture a été réalisée sur chaque animal dés 1’admission afin de
révéler une éventuelle bactériémie. Cing pourcent des chiens présentaient une culture positive
mais n’ont pas présenté de signe de sepsis méme sans traitement antibiotique. Ces résultats
suggerent qu’une bactériémie est peu fréquente en cas d’AHDS et que celle-ci est naturellement
transitoire. Son importance clinique est donc mineure d’autant plus qu’une bactériémie est

parfois observée chez le chien sain.
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Un second essai clinique réalis¢ prospectivement en aveugle contre placebo sur 34
chiens a montré que I’ajout de métronidazole en plus de I’amoxicilline et ’acide clavulanique
n’apportait pas d’amélioration par rapport a ’acide clavulanique seul en cas de diarrhée

hémorragique chez le chien (Ortiz et al. 2018).

Une troisieme étude menée sur 237 chiens de facon rétrospective ne montre pas de
différence clinique ni de différence de durée d’hospitalisation entre les chiens sous

antibiotiques ou non (Dupont et al. 2021).

Finalement, ces études semblent indiquer qu’une antibiothérapie n’est pas nécessaire
en cas d’AHDS sans signe de sepsis associé. Un traitement de soutien et une surveillance
rapprochée permettent a eux seuls d’obtenir un taux de mortalité faible et un rétablissement

rapide (Mortier et al. 2015b; Unterer et al. 2011).

Cependant, I’antibiothérapie reste indiquée dans certains cas. Si I’animal présente des
signes cliniques systémiques importants (hypotension, tachypnée, tachycardie, état comateux)
qui persistent apres la réhydratation, le traitement symptomatique et la gestion de la douleur
alors 1’antibiothérapie est indiquée. Il faut toutefois noter que certains de ces signes cliniques
sont présents a I’admission mais ils ne sont pas toujours li€s a un sepsis mais plutot a 1’état de

déshydratation important de I’animal (Dupont et al. 2021).

De la méme facon, un chien présentant des signes d’inflammation systémique
(hyperthermie, leucocytose ou leucopénie importante, déplacement a gauche de la courbe
important) doit aussi étre mis sous antibiotiques. De maniere préventive, une antibiothérapie
est nécessaire chez un animal immunodéprimé ou ayant une maladie hépatique I’empéchant de

filtrer correctement les bactéries.

Par ailleurs, le dosage CRP a été évoqué comme critére de décision pour la mise en
place d’une antibiothérapie. Dans une étude rétrospective, la concentration de la CRP était
supérieure chez les chiens ayant recu une antibiothérapie. Cette observation semble montrer
que les cliniciens ont utilisé la CRP pour décider de mettre en place 1’antibiothérapie (Dupont
et al. 2021). Cependant, une étude prospective est nécessaire afin d’évaluer si la concentration

de la CRP doit étre utilisée comme critére de décision en faveur d’une antibiothérapie.
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Les prébiotiques sont des substrats sélectifs utilisés par les micro-organismes
« bénéfiques », ils favorisent donc leur croissance a I’instar des autres micro-organismes. Les
probiotiques sont des organismes vivants a administrer par voie orale ayant des effets sur la

santé au-dela de leur fonction nutritive.

Suchodolski et al. ont montré que les chiens atteints d’AHDS présentaient des
altérations de la composition de leur microbiote intestinal lors de leur épisode de diarrhée
(Suchodolski et al. 2012). Cependant, nous ne pouvons déterminer a ce jour s’il s’agit-la d’une
cause ou d’une conséquence de la maladie. Il semblerait tout de méme que la dysbiose joue un
role dans les mécanismes physiopathologiques de la diarrhée aigué ou chronique. Un ré-
équilibrage du microbiote par I’administration de pré- et/ou probiotiques serait donc bénéfique

a I’animal.

Une étude prospective contrélée contre placebo menée en aveugle chez 25 chiens
atteints d’AHDS, a montré en 2018 que I’administration de probiotiques peut avoir des effets
bénéfiques sur le rétablissement des animaux (Ziese et al. 2018). En effet, le groupe recevant
les probiotiques s’est rétabli en moyenne un jour plus tot que celui recevant le placebo. Aucune
autre différence dans la sévérité et durée des signes cliniques n’a été mise en évidence. Méme
si les effets restent réduits, cette étude encourage donc 1’administration de probiotiques en cas

d’AHDS afin d’accélérer le rétablissement du chien.

La transplantation de microbiote fécal (TMF) est un transfert de féces d’un animal sain
dans I’intestin d’un receveur malade dans le but de moduler le microbiote du receveur. Elle
peut étre envisagée en cas de diarrhée aigué infectieuse. Une étude montre qu’une TMF unique
chez des chiots présentant une parvovirose diminuait significativement leur durée
d’hospitalisation et accélérait la résolution de la diarrhée (Pereira et al. 2018). De plus, il a été
prouvé qu’'une TMF était supérieure a un traitement au métronidazole lors de diarrhée aigué

sans complication puisqu’elle permettait d’obtenir un meilleur score fécal & moyen terme et
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une normalisation du microbiote plus rapide (Chaitman et al. 2020). Une étude pilote menée
sur des chiens présentant un AHDS a cherché a évaluer I’impact d’une unique TMF sur leur
rétablissement (Gal et al. 2021). Aucune différence clinique n’a pu étre notée entre les 2
groupes mais des changements du microbiote sont notables a 30 jours post-TMF. En effet, la
TMF a le potentiel d’augmenter le nombre de bactéries produisant des acides gras a courte
chaine (SCFA) et donc d’améliorer la santé intestinale jusqu’a 30 jours post TMF (Tan et al.

2014).

Méme si d’autres investigations sur les effets et les complications de la TMF sont
nécessaires, la réalisation d’une TMF pourrait avoir un intérét bénéfique en cas de diarrhée

aigué associée a C. perfringens (Chaitman, Gaschen 2021).

III. Diagnostic d’entérite aigué associée a C. perfringens

Etant donné I’isolement de C. perfringens dans les selles de 70 a 80% des chiens sains
(Weese et al. 2001; Marks et al. 2002; Goldstein et al. 2012) et la méconnaissance de son
mécanisme physiopathologique, le diagnostic de diarrhée associée a C. perfringens est difficile.
Le diagnostic différentiel étant large en cas de diarrhée aigu€, plusieurs examens
complémentaires sont généralement nécessaires pour permettre d’identifier la cause de la

diarrhée ou au moins d’exclure certaines causes nécessitant une prise en charge spécifique.

Comme pour tout autre motif de consultation, lorsqu’un chien est amené en consultation
pour diarrhée, I’anamnese et les commémoratifs nous apportent des informations

indispensables pour établir un diagnostic différentiel et pour hiérarchiser les hypothéses.
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Tout d’abord, I’age de I’animal peut orienter les hypothéses cliniques. Les affections
tumorales sont plus fréquentes chez I’animal agé. Par exemple, 1’age moyen au diagnostic du
lymphome intestinal est autour de 9 ans (Sogame, Risbon, Burgess 2018). Certaines maladies
infectieuses telles que la parvovirose sont plus fréquentes chez le jeune chien. En effet,
I’infection par un parvovirus atteint classiquement des chiots de 4 a 12 semaines (Decaro,
Buonavoglia 2012). La race peut aussi nous orienter vers certains affections a prédisposition
raciale : les chiens de petite taille particulierement le yorkshire terrier, le pinscher miniature, le
bichon maltais et le schnauzer miniature sont notamment prédisposés a I’AHDS (Mortier et al.

2015a).

Le mode de vie et les conditions d’élevage de 1’animal peuvent nous aiguiller dans
notre diagnostic différentiel. Les causes infectieuses sont a privilégier lors d’atteinte simultanée

de plusieurs animaux vivant en collectivité.

Le statut vaccinal, particulierement vis-a-vis de la parvovirose mais aussi de la maladie
de Carré et I’hépatite de Rubarth, nous permet de renforcer ou de diminuer la probabilité
d’infection par ces agents. Cependant, la vaccination ne permet pas d’exclure ’atteinte par
I’agent infectieux en question. D’aprés une étude menée en Australie sur 1451 chiens ayant
développé une parvovirose, 3,3% de ses chiens étaient correctement vaccinés (Decaro,
Buonavoglia, Barrs 2020). La fréquence, la spécialité¢ utilisée et la date de la derniére

vermifugation sont aussi a noter afin d’évaluer le risque d’affection parasitaire.

Le type de ration alimentaire, les changements récents ou le mode d’administration
peuvent étre a I’origine d’une diarrhée suite a une intolérance alimentaire par exemple. La
possibilité d’ingestion de produits toxiques permet de renforcer les suspicions d’intoxication.

L’ingestion de corps étranger est aussi a noter.

Les informations concernant les traitements médicaux ou topiques récents peuvent
nous orienter vers une diarrhée iatrogeéne et sont a prendre en compte dans la prise en charge

de ’affection.

L’aspect des selles observées par le propriétaire peut mettre en évidence des facteurs
de gravité tels que du méléna. La fréquence des défécations est aussi un indicateur objectif de

la sévérité de la diarrhée.

Enfin, la présence de signes cliniques chez les étres humains vivant avec I’animal

peut nous orienter vers des agents zoonotiques comme la giardiose.
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D’autres signes cliniques sont généralement associés a la diarrhée (Freiche,
Hernandez 2011) tels que de la dysorexie voire de I’anorexie ou de la polyphagie, de la douleur
ou une distension abdominale, des borborygmes et des flatulences. En cas de vomissements, il
faut exclure un processus métabolique ou encore un état occlusif. L’altération de I’état général,
la déshydratation, I’hypo- ou I’hyperthermie et la prostration sont des facteurs de gravité. Un
amaigrissement ou une altération de la qualité de la peau et/ou du poil nous oriente plutot vers
une affection chronique. Si les muqueuses sont pales, 1’animal peut étre anémique ou en état
de choc. Une tachycardie peut refléter un état de choc, un sepsis ou une hyperthermie. Lors
d’entéropathie avec perte de protéine, on retrouve parfois un cedéme périphérique. Si de la
polydipsie est associée a la diarrhée, des causes métaboliques sont fréquemment en cause. Ces
signes cliniques associés priorisent certaines hypothéses. Dans le cas de ’AHDS, des
vomissements précedent la diarrhée dans 80% des cas et sont hémorragiques dans 50% des cas

(Mortier et al. 2015a).

La palpation abdominale doit étre douce et graduelle, a une ou deux mains selon la
taille du chien. Il est possible de détecter une masse abdominale, un corps étranger ou des anses
intestinales dilatées ou de mettre en évidence une douleur abdominale généralisée ou plus
localisée. Surélever le thorax du chien peut permettre de sentir une masse normalement située
sous le cercle de I’hypochondre mais la palpation abdominale est un examen peu sensible. Les
résultats de la palpation sont trés dépendants de la patience et de I’expérience du manipulateur
mais aussi de la condition et de la coopération de I’animal. Par exemple, selon une étude
rétrospective menée a I’Université de Pennsylvanie, la palpation d’un corps étranger est peu

commune : seulement 13 a 15% des corps étrangers ont pu étre palpés (Hobday et al. 2014).

Le toucher rectal doit aussi étre systématique. Il permet d’apprécier la granularité de
la muqueuse ou encore d’exclure une sténose, une masse ou un polype dans les zones
atteignables du canal rectal. Il peut permettre aussi de recueillir des selles pour apprécier leur

aspect.

Les signes cliniques nous permettent généralement de différencier une diarrhée
provenant de I’intestin gréle ou du colon. Une fréquence de défécation fortement augmentée
avec urgence, une dyschésie, la présence de mucus dans les selles ou d’hématochézie sont

indicateurs d’une atteinte recto-colique. A I’inverse, un volume fécal augmenté, du méléna, de
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la stéatorrhée, une perte de poids ou I’association a des vomissements orientent vers une

diarrhée de I’intestin gréle (Washabau 2013).

Les analyses de sang sont généralement réalisées en premicre intention lorsque 1’atteinte
de I’animal est importante. Ce sont des tests préliminaires qui permettent d’orienter le clinicien

vers des tests plus spécifiques.

L’analyse biochimique sanguine sert majoritairement a exclure des causes
métaboliques (Villiers, Ristic 2016). Lorsque les enzymes hépatiques, les transaminases
(ALAT) et phosphatases alcalines (PAL) sont dans les normes de I’espéces, ils permettent
d’écarter une atteinte hépatique. Toutefois, les activités des enzymes hépatiques peuvent étre
modérément augmentées lors d’atteinte gastro-intestinale primaire par passage d’antigénes, de
bactéries ou de toxines dans la circulation porte provoquant une hépatite réactive modérée.
Dans ce cas, la mesure des acides biliaires peut permettre de faire la distinction entre atteinte

hépatique ou gastro-intestinale primaire.

Une azotémie caractérisée par une hyperurémie et une hypercréatininémie est
révélatrice d’une atteinte pré-rénale, rénale ou post-rénale. Des paramétres normaux permettent
d’écarter ’origine rénale de la diarrhée. Cependant, I’'urémie et la créatinémie peuvent
augmenter en cas de déshydratation sans atteinte rénale ou post-rénale. De plus, une
augmentation de I’'urémie comparativement a la créatininémie peut étre consécutive a un repas

riche en protéine récent ou a un saignement gastrique et/ou de 1’intestin gréle proximal.

La concentration des protéines totales et de I’albumine dans le sang sont aussi a
mesurer. Une hyperprotéinémie par hyperalbuminémie associé a un hématocrite augmenté sont
indicateurs d’une déshydratation. Une hyperglobulinémie peut apparaitre lors d’inflammation

chronique importante ou encore de lymphome digestif.
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Un ionogramme doit aussi tre réalisé¢ pour évaluer les répercussions de 1’affection
mais aussi dans un but diagnostique. Des anomalies ¢lectrolytiques peuvent étre présentes en
cas de vomissements, d’obstruction intestinale ou de diarrhée sécrétoire. En cas d’anomalies
importantes, elles sont a corriger par la mise en place d’une fluidothérapie et peuvent donc
nécessiter une hospitalisation. Une hyponatrémie associée a une hyperkaliémie est évocatrice
d’une maladie d’ Addison mais est compatible avec d’autres affections digestives telles que la

salmonellose ou une infestation par des trichures.

Lorsque le diagnostic différentiel inclut une crise addisonnienne, une mesure de la
concentration basale de cortisol peut étre réalisée pour I’exclure car ce test a une trés bonne
sensibilité. Une concentration inférieure a 2pg/dL.  nous permet d’exclure une maladie

d’Addison (Lennon et al. 2007).

En cas de suspicion de pancréatite, un dosage de la lipase spécifique pancréatique
canine peut étre réalisé. La sensibilité de ce test est évaluée a 80% lors de pancréatite aigué
(Trivedi et al. 2011; Xenoulis 2015). Ce test reste tout de méme la méthode la plus sensible
existante (Ettinger, Feldman, C6té 2017). Cependant, méme si la concentration reste dans les
normes de 1’espéce, 1’exclusion de la pancréatite doit se faire conjointement avec le tableau

clinique et les autres données cliniques telles qu’une échographie abdominale (Xenoulis 2015).

La numération et formule sanguine (NFS) est une analyse généralement peu spécifique
mais permettant d’orienter le diagnostic. Dans le cas de diarrhée hémorragique, la NFS permet

de confirmer le saignement digestif et d’en évaluer la sévérité.

La présence d’anémie et sa caractérisation sont des éléments importants (Villiers,
Ristic 2016). Elle peut étre signe de maladie extradigestive comme une maladie rénale
chronique, un hypoadrénocorticisme ou une maladie hépatique, ou de maladie primitivement
digestive. Lors d’inflammation chronique, I’anémie est généralement modérée, normocytaire
a microcytaire, normochrome a hypochrome et hyporégénérative a non-régénérative. Lors de
saignement digestif, la sévérité¢ de ’anémie dépend des pertes sanguines dans 1’intestin. Les
premiers jours, I’anémie est hyporégénérative mais peut devenir trés régénérative les jours qui

suivent.
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Lors d’AHDS, on observe plutdt a une hémoconcentration importante c’est-a-dire une
augmentation de la concentration de toutes les cellules sanguines et donc une hyperviscosité
sanguine (Mortier et al. 2015a). En effet, une perte de fluide importante et rapide vers la lumiére
intestinale a 1’origine d’une augmentation de 1’hématocrite accompagnée d’une baisse des

protéines totales proportionnellement moins marquée.

Un leucogramme inflammatoire caractérisé par une neutrophilie 1égére a marquée
pouvant étre associée a une monocytose modérée et a une lymphocytose, est en faveur d’une
inflammation mais ne nous indique pas son origine. Plus les anomalies sont marquées, plus
I’inflammation est susceptible d’étre sévere. C’est le cas notamment de I’AHDS ou le
leucogramme de stress est accompagné d’un déplacement a gauche de la courbe dans 50% des
cas. Cette modification de la courbe s’explique par la circulation de neutrophiles immatures du
fait de leur demande en trop importante notamment lors d’extension importante des lésions

muqueuses et de I’inflammation qui I’accompagne.

D’autres éléments peuvent étre indicateurs que C. perfringens n’est pas a ’origine de
la diarrhée. Une éosinophilie oriente plutot le diagnostic vers une cause parasitaire ou une
maladie d’Addison. Il faut tout de méme étre prudent car certaines races comme le berger
allemand et le rottweiler ont physiologiquement un nombre d’éosinophiles 1égérement
supérieur a la norme chez le chien. Une leucopénie peut étre occasionnellement observée lors

d’AHDS mais une parvovirose doit étre suspectée.

En ce qui concerne les parasites intestinaux, leur détection peut se faire par examen
microscopique d’un échantillon de féces frais au microscope (Hall, Williams, Kathrani 2020).
La sensibilité de I’examen est largement améliorée par des techniques de concentration telle
que la flottation ou la sédimentation. La technique de flottation par une solution saturée en
sucre ou en sel permet de révéler la plupart des parasites dont les coccidies et Cryptospridium
spp. mais la présence de graisse dans les féces la rend peu sensible. Lors de stéatorrhée, il

faudra donc préférer la technique de sédimentation plus difficile & mettre en place.
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La méthode utilisée pour la recherche de parasites est trés importante car elle conditionne
la sensibilité du test. Si I’on cherche a exclure la présence de ces parasites, une sensibilité
importante est attendue. Pour cela, il est recommandé¢ de recueillir plusieurs échantillons de
selles car les ceufs et les oocystes sont excrétés de facon intermittente. Dans le cas de la
giardiose, I’examen de 3 échantillons distincts collectés sur 3 a 5 jours est nécessaire pour
obtenir une sensibilit¢ du test supérieure a 90%. Avec un échantillon unique, 1’absence
d’oocystes dans les feces ne permet pas de conclure. De la méme facon, I’identification de
Cryptosporidium spp. nécessite une coloration de la lame et une observation microscopique de

I’échantillon a I’objectif a immersion afin d’étre suffisamment sensible pour étre interprétable.

La coproscopie n’est généralement pas une méthode de référence pour les parasites
intestinaux notamment pour la giardiose. Cependant, bien réalisée, sa sensibilité reste
acceptable et elle permet d’explorer plusieurs causes parasitaires a la fois. Son interprétation
doit étre prudente, la mise en évidence d’un parasite ne prouve pas toujours sa mise en cause

dans la maladie.

Les examens d’imagerie médicale sont nécessaires pour exclure de nombreuses causes
telles que les causes mécaniques, néoplasiques, inflammatoires et extradigestives. Ils peuvent
étre réalisés en premicre intention si le tableau clinique fait fortement suspecter les causes
préalablement citées notamment les (sub-)obstructions qui nécessitent une prise en charge

chirurgicale rapide.

La radiographie abdominale est un examen facilement réalisable et interprétable et
particulierement adapté en cas de suspicion d’obstruction ou de masse abdominale de taille
importante. Cependant, en dehors de ces cas, son intérét diagnostique est réduit. Un liquide de
contraste peut étre administré per os afin de confirmer une (sub-)obstruction et de préciser sa

localisation.

60



L’échographie abdominale est un examen non-invasif souvent plus sensible et plus
spécifique que la radiographie. Elle présente un intérét diagnostique supérieur particulierement
pour les néoplasies du tube digestif, les intussusceptions et les infiltrations de la paroi du tube
digestif (Washabau 2013). Elle permet aussi de réaliser des ponctions échoguidées dans le
méme temps si nécessaire. L’échographie permet donc d’exclure un nombre important de
causes de diarrhée aigu€ du chien (Mapletoft, Allenspach, Lamb 2018). Cependant, cet examen
est fortement opérateur-indépendant et nécessite d’étre suffisamment qualifié pour pouvoir étre

concluant.

Il faut tout de méme garder a I’esprit que les intussusceptions sont majoritairement
secondaires a une infection du tube digestif et sont rarement primaires (Rallis et al. 2000). La
présence d’une intussusception ne permet donc pas d’exclure mais plutdt de renforcer une
hypothése infectieuse. Cela peut s’expliquer a la fois par les désordres de la motilité intestinale
lors d’inflammation importante mais aussi par 1’hyperplasie lymphoide accompagnant
I’infection. Ces follicules hyperplasiques notamment au niveau des plaques de Peyer pourraient

servir de point de départ pour I’intussusception. (Nylund, Denson, Noel 2010)

La coproculture est un examen consistant a isoler certaines bactéries réputées pathogenes
chez le chien par mise en culture d’un échantillon de féces. Il s’agit principalement de
Clostridium difficile, C. perfringens, Salmonella spp., Campylobaster spp. et des Escherichia
coli adhérents et invasifs (AIEC) (Werner et al. 2021).

Le préléevement de féces doit étre conservé dans un pot étanche, de préférence sur un milieu
de transport a une température comprise entre 4 et 10°C et doit €tre analysé dans les meilleurs
délais. Si des bactéries anaérobies sont recherchées, ’idéal est de placer 1’échantillon
immédiatement dans un milieu anaérobie (par exemple, dans un sachet accompagné du
dispositif Ox0id™ Anaerogen™). L’interprétation des résultats d’une coproculture est

toutefois problématique. Un résultat positif ne prouve pas systématiquement la causalité de la
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bactérie dans I’apparition de la maladie. A I’inverse, un résultat peut étre faussement négatif
par manque de sensibilité. Lorsque la sensibilité de la méthode est supérieure ou égale a 45%,
trois résultats consécutifs sont nécessaires pour étre sir a 90% que le résultat est vraiment

négatif ce qui semble peu réalisable en pratique (Marks et al. 2011).

En ce qui concerne C. perfringens, les taux d’isolement de la bactérie sont similaires chez
le chien sain et le chien diarrhéique : chez 70 a 80% des chiens sains, la culture permet
I’isolement de C. perfringens (Marks et al. 2002; Weese et al. 2001; Goldstein et al. 2012). Un

résultat positif a la culture ne permet donc pas de conclure sur I’implication de C. perfringens.

Afin d’exclure certaines hypothéses infectieuses lors de diarrhée aigu€ du chien, des
tests utilisant des techniques immunologiques existent. Certains peuvent é&tre réalisés

directement a la clinique tandis que d’autres nécessitent un envoi au laboratoire.

Pour exclure la giardiose, la technique de référence est actuellement
I’immunofluorescence directe mais celle-ci n’est pas disponible en médecine vétérinaire. Des
tests ELISA détectant les antigénes de Giardia duodenalis a réaliser en clinique peuvent étre
utilisés. Ce sont des tests simples et rapides réalisés sur échantillon fécal. En comparaison a
I’immunofluorescence, leur spécificité et sensibilité sont respectivement supérieure a 82% et
90% (Saleh et al. 2019). Par ailleurs, lors de diarrhée associée a C. perfringens, la suspicion de
giardiose est généralement faible étant donnée sa présentation clinique généralement
chronique. Ces ¢léments donnent au test ELISA une bonne valeur prédictive négative qui

permet d’exclure la giardiose en cas de résultat négatif.

Un test antigénique ELISA est aussi disponible pour détecter le parvovirus dans les
selles de chien. Cependant, la sensibilité de ce test est faible, elle est estimée entre 18 et 81%
selon les études (Schmitz et al. 2009; Desario et al. 2005; Markovich et al. 2012). Cela entraine

de nombreux faux négatifs, plus de 50% des cas testés positifs a la PCR sont négatifs au test
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antigénique (Proksch et al. 2015). En effet, la sensibilité du test est diminuée lorsque la charge
virale est faible ou le taux d’anticorps important. Un résultat négatif au test ELISA ne permet
en aucun cas 1’exclusion d’une infection par le parvovirus. Le test ELISA permet uniquement

la détection précoce de la moiti¢ des animaux infectés.

Afin d’impliquer C. perfringens dans ’apparition d’une diarrhée, des études se sont
intéressées a la détection des toxines produites pouvant étre impliquées dans son mécanisme

physiopathologique (tableau II).

La mise en évidence de la CPE par des techniques immunologiques a été
particulierement étudiée. Deux techniques de tests immunologiques recherchant la CPE sont
disponibles en médecine vétérinaire : la méthode ELISA et la RPLA (Reverse Passive Latex
Agglutination). Les résultats des différentes études ne sont pas tous en accord sur 1’utilité¢ de
ce test. Une premicre étude de 2001 et une seconde de 2002 utilisent la technique ELISA et
mettent en évidence une différence significative entre la détection de la CPE chez les chiens
sains (5% et 14% respectivement) et diarrhéiques (12% et 34% respectivement) (Weese et al.
2001; Marks et al. 2002). Dans une troisieéme étude, la différence entre les 2 groupes testés par
ELISA n’est pas statistiquement significative (12% chez les chiens sains, 14% chez les chiens
diarrhéiques) mais les résultats obtenus par RPLA chez les mémes chiens sont
significativement différents entre les chiens sains et diarrhéiques (respectivement 25 et 45%)
(Cave et al. 2002). Ces données sont en faveur d’une sensibilité accrue mais une spécificité

réduite de la RPLA par rapport a I’ELISA.

Finalement, les résultats de ces tests immunologiques ciblant la CPE sont peu
informatifs en cas de suspicion de diarrhée a C. perfringens. En effet, dans les études évoquées,
C. perfringens n’a jamais €t€ mis en cause préalablement chez les chiens « diarrhéiques »
testés. La détection accrue de la CPE chez les chiens diarrhéiques pourrait donc étre due a une
dysbiose secondaire accompagnant la diarrhée de 1’animal et non a une prolifération de C.

perfringens primitive a 1’origine de la diarrhée.
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Une étude similaire a été menée sur des chiens présentant un AHDS (Busch et al. 2015).
Une différence significative de détection de la CPE par ELISA était présente entre les chiens
sains (0%) et les chiens atteints d’AHDS (24%). Cependant, la toxine CPE étant détectée chez
12% des chiens sains dans une des études précédemment citées (Marks et al. 2002), un résultat

positif a un test immunologique ciblant la CPE ne permet pas d’impliquer C. perfringens dans

la maladie.
Etude Chiens sains Chiens diarrhéiques Chiens présentant
un AHDS
NELisa 5% 28% !
“ELisA 12% 14%
CaIVe;szoz 25% ¢ 45% *
PRLisA 0% * 24%

12,345 Différence significative

Tableau II : Comparaison du pourcentage de détection de la toxine CPE chez le chien sain,
diarrhéique ou présentant un AHDS

G.Techniques moléculaires

La méthode PCR est utilisée pour détecter le parvovirus canin (CPV-2). Cette méthode
est plus sensible et plus spécifique que la méthode ELISA utilisée a la clinique (Mazzaferro
2020). Etant donné la sensibilité moyenne a faible du test ELISA, un test PCR doit étre réalisé
lorsque la suspicion clinique reste importante notamment lorsqu’une leucopénie est mise en

évidence a la NFS. Il doit aussi étre réalisé lorsqu’une suspicion faible persiste malgré un test

64



ELISA négatif et que I’animal atteint doit étre logé en communauté (hospitalisation, chenil,
¢levage...) afin d’éviter la propagation de cette maladie trés contagieuse. Ce test peut donc

s’avérer utile dans la démarche diagnostique lors de diarrhée aigué.

De la méme facon, les tests PCR disponibles pour détecter la présence de
Cryptospridium spp. dans les selles du chien ne sont pas a privilégier dans une premier temps.
Leur spécificité n’ayant pas été évaluée, ces tests ne sont pas a utiliser en premiére intention
dans la démarche diagnostique dans le cas d’une diarrhée aigu€ (Scorza, Tangtrongsup 2010;

Ettinger, Feldman, Coté 2017).

Des panels de tests PCR peuvent parfois étre proposés par les laboratoires pour explorer
I’origine d’une diarrhée. Ils peuvent inclure les tests PCR giardiose et parvovirus mais aussi
des tests PCR détectant Sal/monella spp., le coronavirus canin ou encore le paramyxovirus
responsable de la maladie de Carré. Ces derniers sont des tests fiables possédant une bonne

sensibilité et une bonne spécificité¢ (Kurowski et al. 2002; Wang et al. 2018).

A ce jour, la méthode PCR a été étudiée comme test diagnostique pour les génes codant

pour 3 de ses toxines déja évoquées : la CPA, la CPE et plus récemment la toxine NetF.

La recherche par PCR du géne codant pour la toxine alpha (cpa) a fait 1’objet de
plusieurs études (tableau III). Cependant, le géne cpa est retrouvé par méthode PCR chez 100%
des souches de C. perfringens isolées chez les chiens sains et diarrhéiques soit 84% des chiens
sains et 89% des chiens diarrhéiques (Goldstein et al. 2012). Dans cette étude, il n’existe donc

pas de différence significative de détection entre les chiens sains et les chiens diarrhéiques.

Par ailleurs, deux autres études se sont intéressées a la prévalence du geéne cpa chez les

chiens présentant un AHDS. La premicre de 2019 ne met pas évidence de différence
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significative entre les chiens présentant un AHDS (59%), les chiens présentant une parvovirose
(67%) ou les chiens sains (65%) (Sindern et al. 2019b). La seconde de 2021 compare les
résultats de chiens atteints d’un AHDS avec des chiens présentant une diarrhée hémorragique
ne s’apparentant pas a un AHDS et des chiens hospitalisés pour une raison différente. De la
méme facon, elle ne met pas en évidence de différence significative de détection du cpa entre

les différents groupes (Allen-Deal, Lewis 2021).

: . . . . - Chiens présentant
Etude Chiens sains Chiens diarrhéiques un AHDS
Goldstein, 2012
84% 89%
coproculture
avant PCR
(1)
Sindern, 2019 65% 67% 59%
(Parvovirose)
60% 58%
Allen-Deal, 2021 (Animaux (Diarrhée hemorragique, 44%
hospitalisés) AHDS exclu)

1.2.3.4.5 Différence significative
Tableau Il : Comparaison du pourcentage de détection du gene cpa chez le chien sain, diarrhéique

ou présentant un AHDS

La détection qualificative du géne codant pour la toxine alpha par PCR classique ne
permet donc pas d’impliquer C. perfringens dans 1’apparition de la diarrhée puisque celle-ci

sera positive dans la majorité des cas peu importe que 1’animal soit diarrhéique ou non.

En ce qui concerne le géne cpe, les études obtiennent des résultats assez différents

(tableau IV).
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L’¢étude menée par S. L. Marks et al. met en évidence une différence significative de
détection du geéne cpe suite a I’isolement et la culture de C. perfringens dans les selles de chiens
sains en comparaison a des chiens diarrhéiques (Marks et al. 2002). Cependant, le fait que la
cause de la diarrhée chez les chiens classés « diarrhéiques » reste inconnue reste une limite de
cette étude. Il est difficile de savoir si la détection du géne cpe est réellement liée a I’implication
de C. perfringens dans 1’apparition d’une diarrhée ou si ce n’est que la conséquence de la
dysbiose secondaire a 1’apparition de la diarrhée. En effet, certains chiens diarrhéiques
pourraient obtenir un résultat positif a la PCR ciblant le géne cpe du fait d’une dysbiose faisant
suite a une diarrhée de cause initiale différente. La différence de détection du gene cpe entre
les chiens sains et les chiens diarrhéiques ne s’explique donc pas forcément par 1’obtention de
résultats positifs par les chiens atteints d’une diarrhée associée a C. perfringens. 1l est possible
que cette différence soit due a la probabilité plus importante d’obtenir un résultat positif chez

les chiens diarrhéiques pour des causes variées.

En cas d’AHDS, les résultats différent selon les études. L’étude de K. Busch et al.
montre une différence significative de détection du géne cpe entre les chiens sains et les chiens
présentant un AHDS (Busch et al. 2015) contrairement aux études plus récentes de 2019 et de
2021. L’étude de N. Sindern et al. montre que le pourcentage de détection est significativement
inférieur chez les chiens atteints d’une parvovirose que chez les chiens sains ou les chiens
souffrant d’AHDS mais la différence n’est pas significative entre les chiens sains et chiens
souffrant d’AHDS (Sindern et al. 2019a). De la méme fagon, 1’étude de A. Allen-Dean ne
montre pas de différence significative de détection de cpe entre les chiens sains, les chiens
présentant une diarrhée hémorragique de cause autre que I’AHDS, et les chiens présentant un

AHDS (Allen-Deal, Lewis 2021).

Ces résultats semblent indiquer que la détection du géne cpe dans les féces d’un chien
diarrhéique ne permettent pas de différencier une diarrhée associée a C. perfringens des autres
causes de diarrhée aigu€. Par ailleurs, le taux de détection chez le chien sain n’est pas
négligeable (jusqu’a 39%). Ces ¢léments sont en faveur d’une faible spécificité de la méthode

PCR ciblant le géne cpe.
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Chiens présentant

Etude Chiens sains Chiens diarrhéiques un AHDS
Wiewiss, ALL2 12% (chiens sains) !
1) H Tasa) 2 o/ 1,2
e 14% (hospitalisés) 41%
avant PCR
Busch, 2014 39% 3 65% 3
4% *3
Sindern, 2019 32% * . 42% 3
(Parvovirose)
()
20% (Du /(})z ,
Allen-Deal, 2021 (Animaux (Luarriee 19%
hospitalisés) hémorragique,
AHDS exclu)

12,345 Différence significative

Tableau 1V : Comparaison du pourcentage de détection du gene cpe chez le chien sain, diarrhéique
ou présentant un AHDS

Comme nous avons pu le voir précédemment, la détection de la toxine CPE dans les

feces ne permettait pas non plus d’identifier I’'implication de C. perfringens dans I’apparition

de la diarrhée. Cependant, en recherchant a la fois la toxine CPE et son géne codant cpe chez

des chiens sains et diarrhéique, S. L. Marks et al. ont mis en évidence une association statistique

forte entre les 2 résultats positifs et la présence de diarrhée. Seulement 4% des chiens

diarrhéiques étaient positifs pour la toxine CPE et le géne cpe contre 28% des chiens

diarrhéiques (Marks et al. 2002). En 2011, il était donc recommander de combiner un test

ELISA de détection de la toxine CPE et un test PCR pour le géne cpe afin de diagnostiquer une

diarrhée associée a C. perfringens (Marks et al. 2011). Cependant, 1’étude portant sur la cause

de la diarrhée n’étant pas identifiée chez les chiens diarrhéiques, il n’est pas possible d’affirmer

que la différence entre les 2 groupes est due a une atteinte a C. perfringens. Le diagnostic ne

peut donc pas se reposer sur la combinaison de ces 2 tests.
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Récemment impliquée dans le mécanisme physiopathologique de la diarrhée associée
a C. perfringens chez le chien (Gohari et al. 2015), I’intérét diagnostique de la détection de la

toxine NetF est en cours d’investigation (tableau V).

L’¢étude de N. Sintern a montré en 2019 qu’il existait une différence importante de
détection du gene netF dans les féces de chiens sains et de chiens présentant un AHDS.
Pratiquement 50% des chiens présentant un AHDS étaient positif & netF contre seulement 12%
des chiens sains. De plus, aucun des chiens atteint de parvovirose ne présente de géne netF
dans les selles. Ce résultat est en faveur d’une spécificité élevée du test PCR ciblant netF. La
méthode PCR de détection du géne codant pour la toxine NetF serait donc plus spécifique que
celles détectant la CPA ou la CPE, ce qui lui confére un intérét supérieur dans le diagnostic de

I’AHDS.

: . . . . e Chiens présentant
Etude Chiens sains Chiens diarrhéiques un AHDS
o/ 2
Sindern, 2019 12% ! 0/0. 48% 12
(Parvovirose)
) 57% aJo
Ziese, 2018 4% 317

1.2 Différence significative

Tableau V : Comparaison du pourcentage de détection du gene net F chez le chien sain, le chien
présentant une parvovirose ou un AHDS

11 faut tout de méme rester prudent sur I’interprétation de ce test PCR qualitatif visant
netF. En effet, 12% des chiens sains présentaient un résultat positif ce qui rend I’obtention d’un
faux positif possible. De plus, une étude de 2018 montre que les résultats positifs a la PCR
détectant netF ne sont obtenus qu’a trés court terme aprés apparition de I’AHDS. Si 57% des
chiens présentant un AHDS étaient positifs le jour de leur présentation, seul 4% 1’étaient encore
7 jours plus tard (Ziese et al. 2018). Ainsi, un faux négatif est probable si le délai entre le test

et ’apparition des premiers signes est trop long.
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L’hybridation in situ fluorescente (FISH) est une méthode de cytogénétique moléculaire
permettant de détecter et de localiser une séquence d’ADN spécifique sur une coupe
histologique (Tagu, Jaubert-Possamai, Méreau 2018). En pratique, la coupe histologique est
préparée puis déshydratée pour rendre I’ADN accessible. Des sondes spécifiques de la
séquence ciblée sont ensuite appliquées sur la lame et I’ensemble des sonde et de I’ADN est
dénaturé puis hybridé. Les sondes se fixent ainsi aux séquences ciblées et émettent de la
fluorescence. Apres lavage, la lame est ensuite observée au microscope pour évaluer I’intensité
et localiser la fluorescence. Contrairement a I’immunohistochimie, la FISH permet de cibler

de ’ADN.

Cette technique pourrait s’avérer intéressante pour impliquer C. perfringens dans la
pathogénie de la diarrhée. En effet, en conditions physiologiques, les bactéries commensales
sont présentes uniquement dans la couche supérieure du mucus intestinal (Van der Waaij et al.
2005). Le franchissement ou I’adhérence a 1’épithélium de bactéries en quantité importante
peut étre un signe de pathogénicité. Cependant, une étude portant sur 51 porcs diarrhéiques et
50 porcs sains a montré qu’il n’existait pas de différence significative entre les 2 groupes de
détection de C. perfringens de type C a la surface de la muqueuse. Pourtant, C. perfringens est
considérée comme une bactérie entéropathogeéne majeure chez le porc. Seule I’association avec
des lésions d’entérite a permis d’identifier C. perfringens comme la cause de la diarrhée chez
un porcelet (Jonach et al. 2014). Chez le porc, la détection de C. perfringens a la surface de la
muqueuse n’aurait donc pas d’intérét diagnostique, seul le franchissement de celle-ci et
I’association a des Iésions histologiques permettrait de révéler son rdle pathogene. Chez le
chien, I’identification de geénes codant pour des facteurs de pathogénicité tels que la toxine
NetF pourrait permettre d’obtenir une méthode diagnostique plus spécifique. En attendant,
I’identification par FISH de C. perfringens adhérents a la muqueuse voire présents en son sein,
associés localement a des 1ésions d’entérite, semble étre un outil diagnostique spécifique mais
dont la sensibilité¢ reste a évaluer. De plus, 1’application de cette méthode passe par la
réalisation de biopsies intestinales sous anesthésie générale ce qui semble peu réalisable

particulierement lors d’AHDS.
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H. Récapitulatif de la démarche diagnostique

A ce jour, il n’existe pas a ce jour de méthode de référence permettant le diagnostic
d’un AHDS ou plus largement d’une diarrhée associée a C. perfringens. Les techniques
immunologiques et moléculaires évoquées présentent en effet une spécificité et une sensibilité
faible rendant leur utilisation peu pertinente. Leur diagnostic passe donc par une exclusion des

autres causes possibles.

Lorsque I’atteinte est peu marquée, un diagnostic précis n’est pas toujours nécessaire et
un traitement symptomatique permet généralement la résolution de 1’épisode. Cependant, si
I’anamnese ou I’examen clinique montrent des anomalies orientant vers une suspicion
importante de pathologie plus grave comme un corps étranger, une parvovirose ou une

pancréatite, des examens complémentaires spécifiques sont nécessaires.

Si ’atteinte de I’animal est plus marquée, des tests de base comme la NFS, I’examen
biochimique sanguin ou encore une analyse coproscopique sont nécessaires pour évaluer 1’état
de ’animal et orienter le diagnostic. En fonction du résultat de ces premiers tests, des tests
spécifiques peuvent étre envisagés pour identifier la cause de la maladie (figure 11). Dans le
cas de diarrhée associée a C. perfringens, I’ensemble des tests indiqués ci-dessous doivent étre
réalisés pour exclure toutes les autres causes possibles. L’évolution de I’état de 1’animal peut
aussi orienter le diagnostic a posteriori puisque 1’état de la plupart des chiens présentant un

AHDS s’est amélioré sous 48h.
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Suspicion importante

______________ Anamnése & commémoratifs

l

_________________ Examen clinique

Atteinte modérée a sévére Atteinte peu marquée
Déshydratation Bon état général
Altérations de 1’état général Bien hydraté
Pertes liquidiennes importantes Pertes liquidiennes limitées

Premiers tests : Traitement symptomatique

NFS Da—
Biochimie sanguine

Persistance ou Résolution des
aggravation des symptomes
symptomes

Tests spécifiques :
Imagerie
- Coproscopie

ELISA Parvovirus/Giardia
Panel bacterien/viral

Figure 11 : Prise en charge d’un chien présentant une diarrhée aigué
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PARTIE II : ETUDE EXPERIMENTALE

I. Objectifs

Au vu des tests qPCR disponibles en France pour la détection des geénes codant pour les
toxines CPA et CPE des études s’intéressant a la quantification du nombre de copies des genes
cpa et cpe chez le chien sain s’averent nécessaire pour établir des normes chez le chien sain.
En effet, I’existence d’un seuil a partir duquel le nombre de copies de cpa ou cpe serait

indicateur du role pathogene dans 1’apparition d’une diarrhée aigué a été soulevé.

Dans une étude menée par le laboratoire IDEXX et I’'université de Californie (annexe
3), la quantification par PCR des geénes cpa et cpe a été menée sur une cohorte de 48 chiens
sains et de 16 chiens diarrhéiques (Leutenegger, Marks, Robertson 2012). L’étude semble
indiquer que la quantité de génes cpa et cpe soient plutot bien corrélés a I’état diarrhéique ou
non de I’animal. En utilisant une valeur seuil de 300 000 copies par gramme pour le géne cpa,
47,3% des chiens diarrhéiques présentaient un résultat positif contre 4,2% des chiens sains. De
la méme fagon avec la CPE, en utilisant une valeur seuil de 300 000 copies par gramme, 32,6%
des chiens diarrhéiques présentaient un résultat positif contre 8,3% des chiens sains. Ces
résultats tendent a donner a la qPCR ciblant les génes cpa et cpe, un potentiel role dans la

démarche diagnostique lors de diarrhée.

Dans le cadre d’une campagne de recrutement de chiens pour la constitution d’une
coprothéque a I’école vétérinaire Oniris, les selles de plusieurs chiens sains ont entre autres été
soumis a ces tests PCR de détection et de quantification des genes cpa et cpe. Nous chercherons
donc a quantifier le nombre de copies de chacun des 2 génes dans une population de chiens
sains afin de la comparer aux résultats obtenus a 1’étude précédemment citée. L’ objectif général
de cette étude est de juger de I’intérét diagnostique de ces tests PCR quantitatifs ciblant les

genes cpa et cpe.
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La PCR en temps réel ou PCR quantitative (QPCR) est une technique dérivée de la PCR
classique permettant de quantifier I’ ADN. En effet, ’amplification de ’ADN est monitorée en
temps réel par de techniques de fluorescence. La réaction de polymérisation en chaine est
réalisée dans un thermocycleur pourvu d’un détecteur de fluorescence et des marqueurs
fluorescents sont ajoutés au mix classique de PCR .

Ces marqueurs fluorescents peuvent étre de différentes natures. Les plus utilisés sont
les sondes fluorescentes, comme la sonde Tagman, qui sont spécifiques du produit amplifié et
liberent leur fluorescence lors de la phase d’élongation, et les agents intercalants fluorescents
comme le technologie SYBR green, qui deviennent fluorescents lorsqu’ils s’ incorporent dans
une molécule d’ADN double brin.

Lors de réaction PCR classique, 3 phases se succeédent :
- La phase initiale pendant laquelle les produits amplifiés sont en quantité inférieure au
bruit de fond.
- Laphase exponentielle pendant laquelle les produit amplifiés dépassent le bruit de fond
et sont doublés a chaque cycle.
- La phase de plateau pendant laquelle certains composés telles que la Taq polymérase
sont €puisés ce qui stoppe I’amplification des produits.

Phase 2 Phase 3

Phase 1

Plateau

Intensité de fluorescence / Nombre de copies

Ct
(Cycle Threshold)

|
I
I
|
I
I
I
Bruit de fond | Croissance exponentielle
I
|
I
I
I
I
|
|

i e e ——— — —— —(— ———— — . — —

=,

20 25 30 35

Nombre de cycles

Différentes phases de la réaction PCR et détermination du Ct (Douablin s.d.)

Lors de qPCR, la valeur de fluorescence est évaluée a chaque cycle afin de déterminer le
Ct, c’est-a-dire le nombre de cycle nécessaire pour la valeur de fluorescence soit supérieure au
bruit de fond. La détermination du Ct permet de quantifier la quantité de transcrits dans
I’échantillon de départ puisqu’il est directement dépendant de cette quantité (Tagu, Jaubert-
Possamai, Méreau 2018).

Figure 12: Principe de la méthode PCR quantitative
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II. Matériel et méthodes

Le recrutement des chiens pour les analyses effectuées a été réalisé dans le cadre de la
constitution d’une coprothéque pour transplantation de microbiote fécal. Ce travail s’inscrit
donc dans le prolongement de celui du Dr Yann BOSSY dans le cadre de sa thése
« Constitution d’une coprothéque pour le traitement des entéropathies chroniques chez le chien
par transplantation de microbiote fécal » (Bossy 2019). Pour cela, deux campagnes de
recrutement ont eu lieu, une premiére de juin a septembre 2018 et une seconde en septembre

2020 ayant permis de recruter respectivement 6 et 10 chiens pour cette étude.

Pour les deux campagnes de recrutement, une affiche a ét¢ diffusée par mail et sur les
réseaux sociaux au sein de I’école d’ONIRIS destinée aux étudiants, professeurs et membres
du personnel. Un questionnaire sous la forme d’un Google form a permis de faire une
présélection des chiens qui ont ensuite été présenté en consultation pour un examen clinique

complet. Des critéres menant a la non-inclusion du chien de I’étude ont été définis (tableau VI).

Criteres de non-inclusion a I’étude

o Chien de moins de 12 mois

o Obésité

o Atopie canine / Hypersensibilités alimentaires
o Vaccination non a jour

o Protocole de vermifugation non a jour

o Présence de signes cliniques

o Historique de maladie gastro-intestinales

o Administration récente d’antibiotiques (< 6 mois)

Tableau VI : Criteres de non-inclusion a l'étude
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Lorsque le chien ne présentait aucun de ces critéres de non inclusion, ses selles ont été
prélevées lors de défécation spontanée pendant 3 jours. Les selles ont été saisies juste apres la
défécation naturelle et déposées dans un pot en plastique hermétique identifié. Aucun débris
organique n’est introduit avec la selle. Le pot de prélevement est ensuite placé au réfrigérateur

a +4°C et envoy¢ par Chronopost au laboratoire dans la journée.

Elles ont ensuite été envoyées au laboratoire IDEXX. Les selles du jour 1 ont été soumises
a un examen parasitologique et a un dépistage par PCR commercialisé sous le nom Canine
Diarrhea Real PCR™ Panel (tableau VII) tandis que celles des jours 2 et 3 ont uniquement été
soumises & un examen parasitologique. L’examen parasitologique consiste en une analyse

coproscopique et un test ELISA de détection de 1’antigeéne fécal de Giardia spp.

Canine Diarrhea Real PCR™ Panel

o Giardia spp.

o Cryptospridium spp.

o Salmonella spp.

o Gene codant pour I’entérotoxine de C. perfringens (PCR quantitative)
o Geéne codant pour la toxine alpha de C. perfringens (PCR quantitative)
o Coronavirus entérique canin

o Parvovirus canin 2 (CPV2)

o Paramyxovirus (maladie de Carr¢)

Tableau VII : Agents infectieux testés dans le Canine Diarrhea Real PCRTM Panel

Les analyses ont été réalisées par le laboratoire IDEXX. Les tests qPCR ont donc été
réalisés selon la méthode utilisée par le laboratoire qui ne peut pas étre détaillée pour des

raisons de confidentialité.
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II1. Résultats

Les résultats des analyses du panel PCR (tableau VIII) ont été recus sous la forme d’un
document par chien avec les résultats des tests réalisés et accompagné de recommandations

d’interprétation (Annexe 2).

Collecte Chien Toxine alpha Entérotoxine

Al 1,21 .10° Non détectable
A2 4,11 .10 Non détectable

Premiére collecte A3 436.10° 2,43.10°
A4 9,85 .10’ 1,87 .10°0
A5 2,25 .10° Non détectable
A6 3,38.10% Non détectable
B1 4,74 107 Non détectable
B2 2,76 .10° 7,98 .10%
B3 8,04 .10° Non détectable
B4 Non détectable Non détectable

Seconde collecte 85 1,58 .10° 1,25.10°
B6 4,73 .10° Non détectable
B7 1,91 .10’ Non détectable
B8 1,35.107 Non détectable
B9 Non détectable Non détectable
B10 5,58 .10° Non détectable

Tableau VIII : Résultats des tests gPCR ciblant les génes cpa et cpe

A. Géne codant pour la toxine alpha

Sur les 16 chiens testés, 14 d’entre eux (88%) présentaient des quantités détectables de
gene codant pour la CPA (figure 13). Le seuil de détection de la méthode utilisée est de 2500

copies par gramme de maticre.
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1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
ND ND
1,00E+00
B3 B4 B5 B6 B7 B8 A2 A3

Bl B2 B9 B10 A1l A4

A5 A6

Figure 13 : Nombre de copies du géne cpa par gramme de féces (échelle logarithmique)

e V/aleur seuil ND Non détectable

Lors de diarrhée chez le chien, IDEXX recommande d’utiliser un seuil de 300 000
copies par gramme pour pouvoir impliquer la toxine alpha dans le tableau clinique. Ici, 9 des

16 chiens sains soit 56% d’entre eux ont un nombre de copies de cpa supérieur a ce seuil (figure

14).

31%

Non détectable
13% Au-dessus de la
valeur seuil

56%

Figure 14 : Classement par catégorie des résultats des chiens sains a la PCR ciblant le géne cpa
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De facon a pouvoir décrire de fagon quantitative les résultats de la population étudiée,
les résultats « non détectables » ont ét¢ remplacés par la moyenne de 0 et du seuil de détection
de la méthode PCR. Ainsi, la moyenne géométrique du nombre de copies de cpa chez ce groupe
de chiens sains est de 600 000 copies soit deux fois la valeur seuil proposée pour mettre en

cause la toxine alpha dans 1’apparition d’une diarrhée.

B. Géne codant pour I’entérotoxine

Sur les 16 chiens testés, 12 ne présentaient pas de quantité détectable de géne codant
pour la CPE c’est-a-dire un résultat inférieur a 2500 copies du cpe par gramme (figure 15).

Ainsi, le géne cpe n’a pas été détecté chez 75% des chiens cliniquement sains de cette étude.

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
1,00E+00
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 Al A2 A3 A4 A5 A6
e V/aleur seuil ND Non détectable

Figure 15 : Nombre de copies du géne cpe par gramme de feces (échelle logarithmique)
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De la méme fagon que pour la CPA, IDEXX recommande d’utiliser un seuil de 300 000
copies par gramme pour pouvoir impliquer la CPE dans le tableau clinique d’une diarrhée. Ici,
2 des 16 chiens sains soit 13% d’entre eux ont un nombre de copies de cpe supérieur a ce seuil

(figure 16).

Au-dessus de la
valeur seuil
13%

1\
12%

Non détectable
75%

Figure 16 : Classement par catégorie des résultats des chiens sains a la PCR ciblant le géne cpe

C. Autres tests PCR et examens parasitologiques

Pour I’ensemble des autres tests PCR et examens parasitologiques réalisés, les résultats

¢taient négatifs en dehors des cas suivants :

- Le chien A2 était faiblement positif a la PCR cryptosporidiose.

- Le chien A3 était positif a la PCR cryptosporidiose et positif au test ELISA Giardia.

- Le chien A4 était positif a la PCR et au test ELISA Giardia.

- Le chien B4 était positif a la PCR Giardiose. Des ookystes d’Isospora canis et des ceufs

de Toxocara spp. ont été retrouvés a I’analyse coproscopique
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IV. Discussion et perspectives

A.Méthode de détection

La PCR temps réel encore appelée PCR quantitative (qPCR) est une technique qui
consiste en une amplification et une quantification simultanée d’une portion d’ADN ciblée
permettant ainsi de quantifier le nombre de copies dans un échantillon donné. Cette méthode a
I’avantage d’étre trés sensible et de quantifier la portion d’ADN ciblée sur une large plage de

valeurs avec une bonne précision (Singh, Roy-Chowdhuri 2016).

/ Pour la suite de cette discussion, nous utiliserons les termes « spécificité » et\

« sensibilité » au sens clinique c’est-a-dire :

Nombre de chiens négatifs au test et non atteints de diarrhée associée a C. perfringens

Spécificité du test =

Nombre de chiens non atteints de diarrhée associée a C. perfringens

Nombre de chiens positifs au test et atteint de diarrhée associée a C. perfringens

Sensibilité du test =
Nombre de chiens atteints de diarrhée associée a C.perfringens

. /

Dans notre cas, 1’intérét d’utiliser la méthode g-PCR est la possibilité de définir une

valeur seuil pour interpréter les résultats plutot que d’utiliser le seuil de détection comme critére
de positivité comme en PCR classique. Le but d’utiliser une valeur seuil est d’améliorer Iutilité

clinique d’un résultat positif (IDEXX 2012), c’est-a-dire d’augmenter la spécificité du test.

En ce qui concerne la détection du géne cpa, si I’on considere le chien positif lorsque
le nombre de copies du gene est détectable alors la prévalence est 87% chez les chiens sains.
Si I’on considére le chien positif lorsque le nombre de copies du geéne est supérieur a la valeur
seuil alors la prévalence est de 56% chez les chiens sains. Le fait d’utiliser un seuil permet donc

de diminuer le nombre de chiens sains considérés positifs.

De maniére similaire avec le géne cpe, en fixant une valeur seuil, le nombre d’animaux
sains obtenant un résultat positif passe de 25% a 13%. La spécificité du test gPCR est donc

améliorée par I’établissement d’une valeur seuil de positivité.

81



B. Génes et toxines ciblés

Malgré le fait que la spécificité des tests soit améliorée par 1’établissement d’une valeur
seuil de positivité, elle reste faible. En effet, 56% des chiens sains sont positifs au test gPCR
ciblant la cpa et 13% des chiens sains sont positifs au test JPCR ciblant la cpe. La spécificité
semble donc tres insuffisante dans le cas de la détection du cpa et plutot basse dans le cas de

la détection du cpe.

Dans leur poster présenté en 2012, IDEXX donne au tests qPCR ciblant les génes cpa
et cpe un réle de marqueur diagnostique des diarrhées associées a C. perfringens. Cette
affirmation s’appuie sur la différence de positivité a ces tests entre les chiens sains et les chiens
diarrhéiques. En utilisant la valeur seuil de 300 000 copies pour le géne cpa, 47,3% des chiens
diarrhéiques présentaient un résultat positif contre 4,2% des chiens sains. De la méme fagon en
utilisant la valeur seuil de 300 000 copies pour le géne cpe, 19,6% des chiens diarrhéiques

présentaient un résultat positif contre 2,1% des chiens sains.

Néanmoins, une problématique importante dans la composition des groupes doit étre
notée. En donnant a ces tests un role diagnostique pour les diarrhées associées a C. perfringens,
les auteurs font implicitement 1’hypothése que les chiens diarrhéiques sont des chiens dont la
diarrhée est associ¢e a C. perfringens. Cependant, d’autres causes sont trés probablement

associées a la diarrhée de ces chiens pour au moins une partie d’entre eux.

Ainsi, deux hypothéses sont possibles pour expliquer le taux de positivité plus élevé
chez les chiens diarrhéiques que chez les chiens sains :

1) Les chiens pour lesquels la diarrhée est associée a C. perfringens ont plus de chances
que les autres d’obtenir un test positif et représentent une proportion importante des
chiens diarrhéiques.

2) L’ensemble des chiens diarrhéiques présentent plus de chances que les chiens sains de

présenter un test positif peu importe la cause de la diarrhée.

Dans le second cas ou I’ensemble des chiens diarrhéiques présentent plus de chances a
présenter un test positif, ’intérét de tester le chien par qPCR ciblant les génes cpa et cpe pour

identifier le role de C. perfringens serait faible.
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Par ailleurs, dans notre étude, 3 chiens étaient positifs au test PCR et/ou ELISA Giardia.
Parmi eux, 2 des chiens (A3 et A4) ont obtenus des résultats supérieurs a la valeur seuil du
nombre de copies des génes cpa et cpe. 1l s’agit d’ailleurs des 2 seuls chiens sains de 1’étude a
présenter un résultat positif au test qPCR ciblant le cpe. Pour expliquer ces données, il est
possible que la présence de parasites Giardia spp. soit a I’origine d’une dysbiose entre autre
caractérisée par une prolifération des C. perfringens expliquant les résultats des tests. Méme si
dans ce cas, les animaux étaient cliniquement sains, on peut se demander si des chiens atteints
de giardiose pourraient présenter des résultats positifs aux tests qPCR ciblant les génes cpa et
cpe. Ces €éléments sont a nouveau en faveur d’un manque de spécificité de ces tests pour mettre

en cause C. perfringens.

Ce manque de spécificité peut s’expliquer par le fait que la CPA et la CPE ne sont pas
des toxines impliquées de facon importante dans 1’apparition de la maladie. Le géne cpa est
retrouvé dans la trés grande majorité des souches de C. perfringens ce qui explique le grand
nombre d’animaux sains positifs et donc la spécificité trés faible du test. D’aprés les derniéres
¢tudes, la CPE ne semble pas non plus jouer de réle majeur dans le mécanisme
physiopathologique des diarrhées associées a C. perfringens méme si celle-ci est fréquemment

isolée chez les souches responsables d’AHDS.

C.Echantillon prélevé

Les tests ici réalisés sont des tests qui portent sur des échantillons de féces prélevés par
défécation naturelle comme pour la trés grande majorité des tests commercialisés a fin
diagnostique lors de diarrhée. Il faut garder en téte que la diversité du microbiote varie de fagon
importante le long du tube digestif. La composition des selles est donc différente de celle du
contenu intestinal en regard des lésions associées a C. perfringens. Il est possible que cela
engendre une perte de prédictivité positive et négative du test par rapport a un prélévement par
endoscopie en regard des Iésions. Cependant, pour des raisons pratiques évidentes, les selles
restent tout de méme le prélévement le plus a-méme d’étre utilisé en clinique vétérinaire au vu

de ses avantages pratiques supérieurs a ses inconvénients.
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D. Recrutement

Dans cette étude, il existe un biais de sélection dans le recrutement des chiens. En effet,
les chiens ont été recrutés pour la constitution d’une coprothéque avec de nombreux critéres de
non-inclusion. Certains critéres sont indésirables pour notre étude tels que le critére « protocole
de vermifugation a jour ». En effet, I’intérét de cette étude est d’obtenir une certaine diversité
de profil de chiens sains pour pouvoir comparer les résultats d un chien diarrhéique quelconque
qui n’est pas forcément a jour dans sa vermifugation. De la méme fagon, le fait d’exclure les
animaux de moins de 12 mois rend difficile la comparaison avec des résultats d’un chiot

diarrhéique.

Par ailleurs, les chiens ayant été recrutés pour la constitution d’une coprothéque, la
nécessité de disponibilité et d’engagement du propriétaire ainsi que le nombre de critére de
non-inclusion a rendu le recrutement difficile. Ainsi, le nombre de cas pour cette étude reste
réduit ce ne permet pas d’obtenir des résultats significativement représentatifs de 1’ensemble

de la population étudiée mais plutot un ordre de grandeur chez le chien sain.

E. Utilisation en pratique

Etant données la spécificité et la sensibilité insuffisante des tests qPCR ciblant les génes
cpa et cpe proposés aujourd’hui pour la détection de C. perfringens, I'utilisation de ces tests
n’est pas recommandée a 1’échelle individuelle puisque leur interprétation ne permet pas de

conclure sur la nature de la maladie.

De plus, I’intérét de diagnostiquer une maladie est majoritairement d’adapter la prise
en charge du patient. A ce jour, pour les formes sans complications de diarrhée associée & C.
perfringens, le traitement est uniquement symptomatique. Par ailleurs, le diagnostic en cas
d’AHDS est un diagnostic d’exclusion qui permet d’écarter des causes qui nécessiteraient une
prise en charge plus spécifique. Mettre en cause C. perfringens dans I’apparition de la diarrhée

a donc un intérét réduit pour la prise en charge de I’animal.
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Cependant, I’obtention d’une méthode de diagnostic fiable fait encore I’objet de
recherche. Celle-ci pourrait permettre de simplifier le diagnostic et la prise en charge de la
maladie puisque le diagnostic d’exclusion est généralement long et fastidieux pour le
vétérinaire et couteux pour le propriétaire. Par ailleurs, la définition d’une méthode de référence
serait d’un grand intérét pour le secteur de la recherche. Une telle avancée permettrait de
faciliter les études sur la prévention, les facteurs de risques ou encore la prise en charge des

diarrhées associées a C. perfringens.

F. Perspectives

Dans le but d’obtenir un test fiable pour mettre en cause C. perfringens lors de diarrhée,
la recherche s’orientera probablement vers des tests ciblant une toxine impliquée de fagon
majeure dans 1’apparition de la maladie. La toxine NetF semble aujourd’hui étre la meilleure
candidate pour mettre en cause C. perfringens. L hypothése que 1’apparition de diarrhée
hémorragique lors d’AHDS fait suite a une prolifération de C. perfringens NetF positifs est
encore a démontrer mais la toxine semble assez spécifique de la maladie. Des recherches sont
nécessaires pour permettre d’identifier et probablement de caractériser le role de cette toxine

dans le mécanisme physiopathologique menant aux signes cliniques.

En comparaison aux techniques immunologiques et a la méthode PCR classique, la
PCR quantitative semble faire preuve d’une meilleure spécificité et sensibilité dans le cas des
tests ciblant la CPA, la CPE ou leurs geénes. Le probléme de ces tests qPCR ne semble pas
résider dans la technique utilisée mais dans le géne recherché trop peu spécifique de ces
diarrhées. Il serait donc intéressant de tester la différence de positivité par qPCR ciblant le géne
codant pour NetF, entre des chiens sains et des chiens atteints d’AHDS. L’intérét de comparer
d’utiliser des chiens présentant un AHDS plutot que des chiens diarrhéiques, est d’obtenir une
interprétation plus fiable de 1I’étude puisque ’implication de C. perfringens est couramment
admise dans I’apparition d’AHDS. L’intégration a I’étude d’un groupe de chiens diarrhéiques
pour des causes autres permettrait aussi de préciser la spécificité du test. Il est a noter que le
test QPCR doit étre réalisé dés le jour de la présentation de 1’animal puisque le taux de détection
de netF décroit rapidement aprés I’apparition de la maladie. Un prélévement plus tardif

conduirait alors a une augmentation des cas faux négatifs et donc de la sensibilité.
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CONCLUSION

Afin de lutter contre les infections du tube digestif, le chien présente de nombreux
mécanismes de défense, de nature immunitaire ou non. Cependant, ceux-ci sont parfois
insuffisants, une diarrhée peut alors se déclencher par plusieurs mécanismes
physiopathologiques agissant simultanément. Les diarrhées associées a C. perfringens chez le
chien sont primitivement dues a des lésions pariétales intestinales. Si le mécanisme
physiopathologique chez le chien n’est pas totalement élucidé, les nombreuses toxines
produites par la clostridie telles que la toxine alpha et I’entérotoxine, semblent
vraisemblablement impliquées comme c’est le cas chez diverses espéces animales. Ces
diarrhées associées a C. perfringens chez le chien peuvent revétir plusieurs formes cliniques
d’intensité plus ou moins importante. Si certains animaux présentent uniquement une diarrhée
auto-limitante de courte durée, d’autres animaux présentent des signes cliniques plus graves.
De nombreuses études démontrent le role de cette bactérie dans 1’apparition d’un syndrome de
diarrhée hémorragique aigué (AHDS). Il se manifeste généralement par des vomissements
hémorragiques suivis d’une diarrhée hémorragique importante pouvant causer une
déshydratation sévere. Le chien nécessite alors une hospitalisation et un traitement
symptomatique critique qui permet dans la grande majorité des cas d’obtenir une résolution

des symptdmes majeurs sous 48h.

C. perfringens étant trés communément isolé dans le microbiote du chien sain, sa mise
en cause dans la maladie s’avere difficile. A ce jour, il n’existe pas de méthode de référence
pour diagnostiquer les diarrhées associées a C. perfringens. Les méthodes immunologiques de
recherche des toxines a C. perfringens se révelent peu utiles du fait de leur manque de
spécificité¢ importante. En effet, une partie importante des animaux sains présentent des
résultats positifs a ces tests. La méthode PCR classique a aussi fait I’objet de recherche pour
les geénes codant pour la toxine alpha et pour 1’entérotoxine mais son manque de spécificité,
quoique supérieure au tests immunologiques, ne permet pas une interprétation fiable. En cas
de corrélation importante entre la production de toxine et I’apparition de la diarrhée,
I’utilisation d’un test qPCR et d’une valeur-seuil pourrait théoriquement permettre
d’augmenter la spécificité du test. Chez les chiens sains testés dans cette étude, une grande
partie d’entre eux obtiennent des résultats supérieurs a la valeur-seuil pour le géne codant de la

toxine alpha. Une partie non négligeable d’entre eux obtient aussi des résultats supérieurs a la
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valeur-seuil pour le géne codant de I’entérotoxine. Méme si ces données sont en faveur d’une
meilleure spécificité des tests qPCR particulierement pour le gene codant pour I’entérotoxine,
leur valeur diagnostique a I’échelle individuelle reste limitée. Le développement d’autres tests
diagnostiques doivent étre encouragés : des tests qPCR ciblant des toxines jouant un réle plus
important dans la pathogénie des diarrhées associées a C. perfringens telles que la toxine Net

F peuvent étre envisageés.
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ANNEXES

Annexe 1 : échelle de score fécal (échelle PURINA ProPlan)

TYPE CARACTERISTIQUES EXEMPLE
1 - Trés dures et séches
- Souvent expulsées sous forme de boulettes
individuelles
- Difficiles a expulser du corps
- Ne laissent pas de résidus sur le sol au
ramassage
2 - Fermes, mais malléables
- Fragmentation visible
- Peu ou pas de résidus visibles sur le sol au
ramassage
3 - Forme cylindrique, surface humide
- Peu ou pas de fragmentation visible
- Laissent des résidus sur le sol, mais gardent
leur forme au ramassage
4 - Trés humides et molles
- Forme cylindrique
- Laissent des résidus sur le sol et se déforment
au ramassage
5 - Trés humides, de forme distincte
- Se présentent plutot en amas que sous forme
cylindrique
- Laissent des résidus sur le sol et se déforment
au ramassage
6 - Texturées, mais pas de forme définie
- Se présentent sous forme d'amas ou
d'éclaboussures
- Laissent des résidus sur le sol au ramassage
7 - Liquides
- Aucune texture

- Se présentent sous forme de flaques
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Annexe 2 : Exemple de feuille de résultat de [’examen parasitologique et du bilan diarrhée RealPCR

HF_W Laboratoire IDEXX ¢ 01.73.431.333 =X laboratoire@idexx.com
B B /PN 84 rue Charles Michels o8 0810 433 990 @ www.idexx.fr
LABORATORIES 93200 Saint Denis
Code client : MICROB Propriétaire: BANQUE Numéro d'analyse : xxx
Patient : XXX Date : 09.09.2020
Dr Hernandez MICROBIOTE Canin- Espece : CHIEN Echantillon(s) : Selles
INRA,MICALIS,Moez Rhimi Race:
78352 JOUY EN JOSAS Sexe:
Age : 00A
Votre compte rendu d'analyses: p9f XXX Résultats définitifs
Analyse Résultat Intervalle de référence
Echantillon: Selles
Examen parasitologique: 1)
Procédé de flottation négatif
Giardia (ELISA) négatif 2)
Bilan Diarrhée RealPCR (Chien)
Parvovirus Canin type 2 (CPV2) négatif 3)
(real-time PCR)
Coronavirus Entéritique Canin (ARN) négatif 4),5)
(real-time PCR)
Maladie de carré (ARN) négatif
(real-time PCR)
Clostridium perfringens 4.74E7 <300 000 /g féces 6),7)
Gene de l'alpha-toxine
PCR quantitative (ADN)
Clostridium perfringens non détectable <300 000 / g feces 8),9)
Géne de I'entérotoxine
PCR quantitative (ADN)
Cryptosporidium sp. (ADN) négatif
(real-time PCR)
Salmonella sp. (ADN) négatif
(real-time PCR)
Giardia sp. (ADN) négatif

(real-time PCR)

Commentaires
1)

A I'examen macroscopique il est possible que certains parasites ou larves
n'aient pas été mis en évidence (par exemple proglottis de ténias). Au cas ou
vous auriez trouvé certaines structures suspicieuses, merci de le préciser sur

le bon de commande.

2)

Attention : pour des raisons d'hygiene, aucune analyse supplementaire ne peut

etre effectuee passe un delai de 48h.

Compte-rendu édité le 16.09.2020 a 17:34

Résultats définitifs

Page 1 sur 2
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HF_W Laboratoire IDEXX ¢ 01.73.431.333 = laboratoire@idexx.com
B B /O PN 84 rue Charles Michels %% 0810 433 990 ® www.idexx.fr
LABORATORIES 93200 Saint Denis

Propriétaire : BANQUE MICROBIOTE Patient : XXX Numéro d'analyse:  Xxx

3)

Pas de mise en évidence d'ADN de Parvovirus de type 2.

Cela suggére que la diarrhée de ce chien n'incombe a priori pas au

Parvovirus de type 2. Toutefois, de rares cas de résultats faussement

négatifs par PCR restent possibles lorsque la concentration du

prélévement en agent pathogéne est inférieure au seuil de détection

de la méthode, ou dans les rares cas ol d'autres types de parvovirus

seraient incriminés.

4)

Ce test est spécifique du coronavirus entéritique canin et ne détecte pas le
SARS-CoV-2 qui est I'agent causal du COVID-19. Le coronavirus entéritique
canin est spécifique de I'espece canine et n'affecte pas les humains.

5)

Pas de mise en évidence d'ARN de Coronavirus Entéritique Canin

Cela signifie qu'aucune particule virale n'a été détectée dans le prélévement
envoyé. La responsabilité de la diarrhée de ce chien ne peut donc, a priori,

pas incomber au Coronavirus Entéritique Canin.

Il existe de rares cas de résultats faussement négatifs par le méthode PCR,
lorsque la concentration du prélevement en agent pathogéne est inférieure au
seuil de détection de la méthode. Un faible pourcentage d'animaux cliniquement
malades présentent ainsi des résultats négatifs.

6)

Mise en évidence d'ADN de I'alpha-toxine de Clostridium

perfringens. Chez les animaux pour lesquels la nombre de copies

du géne CPA détectés dans I'échantillon est supérieur a 300 000(=3E5)copies/g
de féces, la toxine contribue vraisemblablement au tableau clinique
diarrhéique. En revanche, dans le cas oli le nombre de copies est
inférieur a 300 000 (=3E5) /g de féces, I'implication de la toxine est moins
probable.

7)

Attention, la concentration en ADN est donnée en puissance de 10.
Par exemple : 573 = 5,73E2

15600 = 1,56E4

8)

Mise en évidence d'ADN de I'alpha-toxine de Clostridium

perfringens. Chez les animaux pour lesquels la nombre de copies

du géne CPA détectés dans I'échantillon est supérieur a 300 000(=3E5)copies/g
de féces, la toxine contribue vraisemblablement au tableau clinique
diarrhéique. En revanche, dans le cas ol le nombre de copies est

inférieur a 300 000 (=3E5) /g de féces, I'implication de la toxine est moins
probable.

9)

Attention, la concentration en ADN est donnée en puissance de 10.
Par exemple : 573 = 5,73E2

15600 = 1,56E4

Validé par:

Dro yxx

Les prélévements sont conservés 7 jours (4 jours pour les analyses bactériologiques et 2 jours pour les selles) a compter de la date de réception. Veuillez
nous contacter dans ce délai pour un ajout d'analyse.

Compte-rendu édité le 16.09.2020 a 17:34 Résultats définitifs Page 2 sur 2
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Annexe 3 : Poster présenté par IDEXX en 2012 « La quantification des toxines de Clostridium perfringens est un prédicteur de diarrhée chez le chien et le chat »

(oY =V oV 4
et B /AN
LABORATORIES

C.M. Leutenegger’, S.L. Marks?, J. Robertson’.

Toxin Quantification of Clostridium perfringensis a
Predictor for Diarrhea in Dogs and Cats

UCDAV/iS

School of Veterinary Medicine &

1. IDEXX Laboratories, Inc., Sacramento CA, 2. School of Veterinary Medicine, University of California, Davis

INTRODUCTION

Toxigenic Clostridium perfringens strains are believed to be important contributors to gastrointes-
tinal disease, and acute hemorrhagic diarrhea has been well documented in association with infection.

Members of the species C. perfringens can be subtyped into five toxin types (A, B, C, D and E) based
on the production of four major toxins: alpha, beta, epsilon and iota. Alpha toxin (A toxin, CPEA), the
main lethal toxin of C. perfringens, is a multifunctional phospholipase, produced in varying amounts
by almost all C. perfringens isolates. It causes is of in different cells,
resulting in lysis. The beta toxin (b toxin, CPB) is a highly trypsin-sensitive protein. It causes mucosal
necrosis resulting in central nervous symptoms observed in domestic animals. Epsilon toxin (e toxin)
is a potent toxin i livestock. The iota toxin (i toxin) consists of
two proteins, one active component (Ia) and a binding protein (Ib). The iota toxin is known to in-
crease vascular permeability and is dermonecrotic and lethal to mice at higher doses. Along with the
major toxins, enterotoxin (CPE) and beta 2 toxin (b2-toxin, CPB2), play the major role in several se-
vere diseases. The beta 2 toxin was identified recently and has been associated with enteric diseases

for lethal

in domestic animals, especially piglets and horses. Fisher et al. suggested a synergistic role of beta 2
along with enterotoxin of C. perfringens in the etiology of antibiotic associated diarrhea (AAD) and

sporadic diarrhea (SD). Enterotoxin (CPE) is the most studied of the C. perfringens toxins. It interacts
with epithelial cell tight junction proteins, causing diarrhea and intestinal cramping due to leakage of

water and ions.

Two toxins, the C. perfringens a-toxin (CPEA) and C. perfringens enterotoxin (CPE) are most fre-
quently detected in dogs and cats, although questions have been raised regarding their toxigenic po-
tential when detected in healthy animals.

OBJECTIVE

The objective of this work was to evaluate the relationship of toxin quantification with disease sever-
ity in diarrheic and apparently healthy dogs and cats.

PCR testing is a service pursuant to an with Roche Molecular Systems, Inc.
© 2012 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved.

STUDY DESIGN AND MATERIALS & METHODS

A total of 181 healthy and diarrheic dogs and cats were selected based on fecal scoring and analysis
of dlinical history. The quantity of DNA and mRNA from genes for both CPEA (a-toxin gene) and CPE
I-time PCR tests (IDEXX Laboratories, Inc.). The presence or

ilabl in ELISA (TechLab, Inc).

(cpe) were with
absence of CPE was ined using a

RESULTS

A total of 181 fecal speci were 48 from healthy dogs, 39 from healthy
cats and 46 from diarrheic noam and 48 from diarrheic cats, respectively. Presence of diarrhea was

Animals with antibiotic ther-

verified by using a by the referring
apy prior to PCR testing were excluded from the study. By comparing the quantity of toxin genes in
the feces from dogs and cats in both diseased and healthy groups it was found that toxin gene num-
bers correlated with disease state. Using a cutoff value determined by real-time PCR for toxin gene
DNA quantification, the a-toxin and ¢pe genes were found to be significantly associated with diarrhea.
The a-toxin gene was detected in 47.8% of diarrheic dogs vs. 4.2% of healthy dogs (OR=25.2,
P<0.0001), whereas the a-toxin gene was detected in 37.5% of diarrheic cats vs. 12.8% of healthy
cats (OR 4.08, p=0.01). (pegene was detected in 19.6% of diarrheic dogs vs. 2.1% of healthy dogs
(OR=11.43, p=0.006), whereas ¢pewas detected in 8.3% of diarrheic cats vs. none of healthy cats
(OR=7.99, p=0.1). CPE protein was detected via ELISA in 21.7% of diarrheic dogs vs 10.4% of
healthy dogs (OR=2.5, p=0.16), whereas CPE was detected in 8.3% of diarrheic cats vs. 7.7% of
healthy cats (OR=1.1, p=1). Quantification of DNA from both toxin genes in diarrheic and healthy ani-
mals was significantly different in dogs and cats (Mann-Whitney test): a-toxin dogs: p<0.001; a-toxin
cats: p=0.0098; CPE dogs: p=0.02; CPE cats: p<0.0001. All fecal specimens positive for toxin gene
DNA were also positive for toxin gene mRNA indicating active transcription of the gene. This indicates
that both the a-toxin and gpe genes are actively transcribing and synthesizing toxin proteins in toxi-
genic C. perfringens strains. The Pearson correlation between PCR and ELISA indicated a weak posi-

tive r value of 0.59.

SUMMARY & CONCLUSIONS

In conclusion, we found that quantitative toxin gene analysis by real-time PCR for a-toxin and CPE corre-
lates with presence of diarrhea and has the potential to be used as a diagnostic marker.

€T Value

Figure 1: CPE toxin gene amount in healthy vs sick cats (A) and dogs (B); C. perfringens
alpha toxin gene amount in healthy vs sick cats (C) and dogs (D). In all cases, toxin gene
amount is correlated to presence or absence of GI disease.
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CODANT POUR LES TOXINES DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS DANS LA
DEMARCHE DIAGNOSTIQUE DES DIARRHEES AIGUKS DU CHIEN

CONTRIBUTION OF QUANTITATIVE PCR TESTS SEARCHING FOR CODING GENES FOR

CLOSTRIDIUM PREFRINGENS TOXINS IN THE DIAGNOSTIC APPROACH OF ACUTE DIARRHEA
IN DOGS

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 4 juillet 2022

RESUME

Chez le chien, la diarrhée aigué est un motif de consultation trés fréquent. Le diagnostic
différentiel est assez large et inclue les diarrhées associées a Clostridium perfringens. En
effet, cette bactérie produit de nombreuses toxines impliquées dans 1’apparition de signes
cliniques plus ou moins séveres. Le traitement est le plus souvent symptomatique en
I’absence de complications. Toutefois, le syndrome de diarrhée hémorragique aigué
(AHDS), forme grave de diarrhée associée a C. perfringens, nécessite généralement une
hospitalisation.

Etant donné la méconnaissance du mécanisme physiopathologique, le diagnostic de
diarrhée associée a C. perfringens n’est pas évident. Les techniques immunologiques
dirigées contre I'entérotoxine mais aussi les tests PCR dirigés comme la toxine alpha et
I’entérotoxine de C. perfringens font preuve d’un manque important de spécificité mais aussi
de sensibilité. Du fait de leur interprétation peu fiable, ces tests ne sont pas recommandés en
routine. Suite a une publication prometteuse de 1’'usage de la PCR quantitative (QPCR), nous
avons cherché a quantifier le nombre de copies des génes codant pour la toxine alpha et
I’entérotoxine parmi une population de 16 chiens sains recrutés pour la constitution d’une
coprotheéque.

Si I'utilisation de la qPCR et d’une valeur seuil a permis d’obtenir une spécificité
supérieure a la PCR classique, de nombreux chiens sains obtiennent encore un résultat positif
particulierement pour la toxine alpha. Ce manque de spécificité est un obstacle important a
’utilisation de ces tests qPCR en pratique. Le diagnostic des diarrhées associées a C.
perfringens se fait donc par exclusion. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
obtenir une méthode diagnostique fiable. Cibler de nouvelles toxines telles que la toxine
NetF probablement impliquée dans le développement d’AHDS pourrait permettre d’obtenir
des tests plus spécifiques dans le futur.

MOTS CLES : CHIEN, CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, DIAGNOSTIC, REACTION
DE POLYMERISATION QUANTITATIVE, DIARRHEE AIGUE
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