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Résumé

Le botulisme est une maladie neuroparalytique due a
I"action de la toxine botulique produite principalement
par Clostridium botulinum. Anciennement classé en
danger sanitaire de premiére catégorie, le botulisme
fait actuellement partie de la liste provisoire des
maladies d'intérét national. Cette maladie peut
entrainer de fortes mortalités et des pertes
économiques importantes dans les élevages atteints.
Le nombre annuel moyen de foyers de botulisme dans
les élevages bovins en France confirmés en laboratoire
sur la période 2009-2019 était de dix. En 2022,
35foyers en élevage bovin ont été confirmés
biologiqguement. Une augmentation du nombre de
foyers confirmés en laboratoire avait déja été notée en
2020, confirmant une tendance a lI'augmentation du
nombre de foyers de botulisme bovin en France.
Plusieurs hypothéses peuvent é&tre émises pour
expliquer cette augmentation et sont présentées dans
cet article.
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Abstract

Title Overview of the diagnosis of cattle botulism
outbreaks in laboratories in France in 2022: 35
confirmed outbreaks

Botulism is a neuroparalytic disease due to the action
of the botulinum neurotoxin, mainly produced by
Clostridium botulinum. Previously classified as a
“danger sanitaire de premiere catégorie » according
to the French regulation, animal botulism is now part
of the temporary list of animal disease of national
interest. This disease can induce very high mortality
levels and economical losses in affected farms. The
average annual number of laboratory-confirmed
botulism outbreaks in French cattle farms over the
period 2009-2019 was ten. In 2022, 35 outbreaks in
cattle farms were biologically confirmed. An increase
in the number of laboratory-confirmed outbreaks had
already been noted in 2020, confirming a trend
towards an increase in the number of outbreaks of
bovine botulism in France. Several hypotheses can be
put forward to explain this increase, and are
presented in this article.
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Le botulisme est une maladie qui touche a la fois
les humains et les animaux. Il se manifeste par une
paralysie flasque due a l'action de la toxine
botulique, qui empéche le transfert de
I'acétylcholine dans la fente synaptique au niveau
des neurones entrainant ainsi le blocage de Ia
transmission du message nerveux. Sept toxines
différentes, annotées de A a G ont été décrites
historiquement dans la littérature ainsi qu’une
quarantaine de sous-types (Peck et al. 2017). Ces
toxines sont produites par des clostridies, en
particulier Clostridium botulinum (C. botulinum), une
bactérie a coloration de Gram positive, ubiquiste,
anaérobie stricte et sporulée. Les spores constituent
une forme de résistance de la bactérie, capable de
survivre et persister jusqu’a plusieurs années dans
I'environnement  (Notermans, Dufrenne, and
Qosterom 1981, Wobeser, Marsden, et MacFarlane
1987). Les toxines principalement impliquées dans
les épisodes de botulisme sont les types A, B, E et F
chez les humains et les types C, D, C/D et D/C chez
les animaux (Anses et al. 2021, Le Bouquin et al.
2022).

Le botulisme est une maladie grave mais rare
chez les humains avec une moyenne de 7,5 foyers et
14,5 cas par an en France recensés sur la période
2008-2018 (Le Bouquin et al. 2022). Chez les animaux
en France, ce sont principalement les oiseaux
(sauvages ou d’élevage) qui sont concernés par le
botulisme ainsi que les élevages bovins avec une
moyenne sur la période 2009-2019 de 30 foyers par
an dans les élevages avicoles, 20 cas par an en
avifaune sauvage et dix foyers dans les élevages
bovins par an confirmés par le laboratoire national
de référence (LNR) pour le botulisme aviaire (Anses,
laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort) et le
Centre national de référence (CNR) des bactéries
anaérobies et botulisme (Institut Pasteur, Paris) (Le
Bouquin et al. 2022). Les épisodes de botulisme ont
un impact économique majeur dans les élevages
atteints du fait du taux de mortalité qui peut étre
élevé (jusqu’a 100 %), des frais vétérinaires et des
éventuelles mesures appliquées au niveau de
I’élevage concernant les mouvements des animaux
ou la collecte des produits (ceufs, lait, etc.).

Cet article présente l'organisation du diagnostic
du botulisme bovin en laboratoire en France
jusqu’en 2022, puis un bilan des foyers de botulisme
bovin diagnostiqués pour I'année 2022 ainsi que les
résultats disponibles suite aux investigations
épidémiologiques menées dans certains élevages.

Diagnostic du botulisme
bovin en France en 2022

Les signes cliniques du botulisme bovin (paralysie
flasque ascendante, décubitus latéral, langue
pendante, hyper-salivation, dysphagie, ataxie,
faiblesse, apathie, pas de fiévre, polypnée, chute de
la production de lait) sont évocateurs mais non
spécifiques, d'autres pathologies associées a des
troubles nerveux rentrent en effet dans le diagnostic
différentiel du botulisme. Des analyses en
laboratoire sont donc nécessaires pour confirmer le
diagnostic posé sur la base des signes cliniques
observés sur le terrain par le vétérinaire. Le
diagnostic en laboratoire du botulisme animal peut
se faire par mise en évidence de la toxine et/ou de la
bactérie capable de produire la toxine (Anniballi et
al. 2013). Il n‘existe pas de texte normatif indiquant
la marche a suivre pour détecter les toxines
botuliques ou C. botulinum dans le cadre du
diagnostic du botulisme animal. Les méthodes
utilisées en France en 2022 par les trois laboratoires
qui ont réalisé ces analyses sont présentées dans la
Figure 1. La mise en évidence de la toxine botulique
se fait par le test de séroneutralisation sur souris par
le CNR des bactéries anaérobies et botulisme
hébergé a I'Institut Pasteur de Paris. La détection de
C. botulinum de type C, D, C/D et D/C dans un
échantillon se fait dans les trois laboratoires par une
étape d’enrichissement, suivie par une extraction
d’ADN puis d'une PCR. Le CNR des bactéries
anaérobies et botulisme réalise par ailleurs un test
supplémentaire de mise en évidence de la toxine
dans le bouillon d’enrichissement par le test de
[étalité sur souris.

Dans cette étude, un foyer est considéré comme
confirmé dés lors qu’une des analyses permet de
détecter la toxine botulique ou C. botulinum.

Détection et identification
de la toxine botulique
préformée dans I'échantillon

Le CNR des bactéries anaérobies et botulisme
recherche la présence de toxines préformées dans
I'’échantillon de départ via le test de l|étalité sur
souris. Un échantillon de 10 & 30 g est mélangé avec
le méme volume que le poids pesé de tampon
phosphate 50 mM additionné de 0.2 % de gélatine.
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Figure 1. Méthodes utilisées pour détecter la toxine botulique et Clostridium botulinum en France par les trois
laboratoires dans le cadre du diagnostic du botulisme bovin.
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Figure 2. Répartition des foyers de botulisme bovin confirmés en laboratoire en France en 2022 en fonction du
mois de I'année (le nombre total de foyers par trimestre est indiqué au-dessus des histogrammes) et du type
toxinique détecté
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Aprés centrifugation, 0.5 ml de surnageant filtré
est injecté par voie intrapéritonéale a une souris de
16-18 g. L’apparition de signes cliniques de botulisme
est surveilléde et enregistrée plusieurs fois par jours
jusqu’a quatre jours post injection. En cas de
mortalité des souris avec des signes de botulisme
(difficultés respiratoires, rétrécissement de |la
ceinture abdominale et paralysie motrice du train
postérieur), le type toxinique peut ensuite étre
identifié via l'injection a des souris de l'extrait
préparé tel que décrit précédemment avec des
anticorps (sérum anti botulique) neutralisant les
toxines botuliques de type C et de type D. Les souris
protégées par le bon anticorps ne vont pas
présenter de signes cliniques de botulisme et le type
toxinique peut donc ainsi étre identifié, sans pouvoir
préciser s'il s'agit d’'une forme mosaique, les sérums
anti-botuliques disponibles au CNR neutralisant
indifféremment les toxines botuliques de type C et
D/C d'une part, D et C/D d’autre part.

Détection de C. botulinum de
type C, D, C/D et D/C

Une étude mise en place par le LNR botulisme
aviaire en collaboration avec le LABOCEA de
Ploufragan entre 2017 et 2020 a permis de
sélectionner les matrices (liste des matrices
évaluées: contenu de l'anse du gréle, foie, hile du
foie, contenu du rumen, vésicule biliaire, féces,
contenu du rectum) a analyser dans le cadre du
diagnostic du botulisme bovin pour permettre de
détecter C. botulinum de type C, D, C/D et D/C par
PCR en temps réel aprés une phase
d’enrichissement : le foie, le contenu du rumen et les
féces. L'analyse de ces matrices a été réalisée en
parallele sur la période 2020-2022 par le LNR
botulisme aviaire et le LABOCEA de Ploufragan selon
deux protocoles d’enrichissement. La premiere
approche consiste a diluer au dixieme dans un
bouillon non sélectif Tryptone Peptone Glucose
Yeast (TPGY) la matrice (foie et contenu du rumen),
puis a procéder a I'homogénéisation par Pulsifier
pendant quinze secondes et a I'incuber pendant 18 a
24 heures a 37°C en anaérobiose. La seconde
approche consiste a diluer au dixieme la matrice
(foie, contenu du rumen et féces) dans un bouillon
non sélectif Fortified Cooked Meat Medium (FCMM),
a incuber pendant dix minutes a 70°C le tube puis
pendant 18 a 24 heures a 37°C en anaérobiose. Suite
a cette étape d’enrichissement selon les deux
modalités précédemment présentées, I'’ADN est

extrait a l'aide d'un kit commercial incluant une
étape de lyse puis une étape de purification des
acides nucléiques sur colonne de silice. Le géne
codant la toxine botulique est ensuite détecté par
PCR en temps réel selon un protocole adapté de
Woudstra et al. 2012 (Woudstra et al. 2012).

La méthode mise en ceuvre par le CNR consiste
en une dilution au dixiéme de la matrice dans du
bouillon FCMM suivie d’'une incubation pendant 48
heures a 37°C en anaérobiose. Suite a cette étape
d'enrichissement, I'’ADN est extrait et les génes
codant les toxines botuliques détectés par PCR en
temps réel (Vanhomwegen et al. 2013). La présence
de toxines botuliques dans le surnageant de culture
aprés enrichissement de trois a cinq jours a 37°C est
recherchée par le test de Iétalité sur souris
(Lindstrom et al. 2006).

Bilan des épisodes de
botulisme confirmés en
France en 2022 dans les

élevages bovins

Pour I'année 2022, un total de 35 foyers de
botulisme bovin a été confirmé par les analyses
menées par les trois laboratoires sur un total de 50
suspicions pour lesquelles des analyses ont été mises
en ceuvre. La moyenne du nombre de foyers de
botulisme bovin sur la période 2009-2019 était de dix
par an (Le Bouquin et al. 2022). Une augmentation du
nombre d’épisodes avait déja été notée en 2020 (Le
Marechal et al. 2020) avec 21 foyers diagnostiqués en
laboratoire et quinze en 2021.

Les types toxiniques détectés en 2022 étaient le
type D/C (84 %) et dans une moindre mesure les
types C (11 %) et C/D (5 %) (Figure 2). Le type D/C est
celui majoritairement associé aux épisodes de
botulisme bovin, suivi par le type C (Fillo et al. 2021,
Woudstra et al. 2012, Le Bouquin et al. 2022) ; le type
C/D est quant a lui rarement détecté dans les foyers
de botulisme bovin et en général plut6t associé aux
épisodes cliniques de botulisme aviaire.

Des foyers ont été confirmés tout au long de
I'année avec un pic de cing foyers confirmés en
février et de sept en septembre (Figure 2). Le
nombre de foyers était le plus élevé au 3™ trimestre
2022 mais comme observé précédemment (Le
Bouquin et al. 2022), il ne semble pas se détacher un
effet saison marqué sur I'occurrence des foyers de
botulisme bovin, des foyers étant détectés toute
I'année.
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Une majorité des foyers est localisée dans le
Grand Ovest de la France (Figure 3), la Bretagne
comptabilisant plus de la moitié des épisodes,
comme cela a déja été rapporté précédemment (Le
Bouquin et al. 2022). Le Grand Ouest est la principale
zone de production laitiére et de viande bovine en
France, ce qui pourrait contribuer a cette répartition
des foyers de botulisme.

Résultats des investigations
épidémiologiques

Des analyses complémentaires a  partir
d’échantillons d’environnement ont été réalisées
dans quatorze élevages sur les 35 présentant un
résultat confirmé. Pour quatre foyers, aucun des
échantillons collectés n’a permis de détecter C.

botulinum. Pour les dix autres foyers, impliquant tous
C. botulinum de type D/C, au moins un échantillon a
permis la mise en évidence de C. botulinum. Pour
sept foyers, des prélévements réalisés dans un atelier
volailles a proximité des bovins (au sein du méme
élevage ou dans le voisinage) ou au niveau de fumier
de volaille lors d’épandages a proximité des bovins
se sont révélés positifs pour le C. botulinum de type
D/C. Pour les trois autres élevages, Il'eau
d’abreuvement, une pédichiffonnnette dans la case
des bovins atteints et un échantillon de la ration se
sont révélés positifs. Le role des volailles dans les
foyers de botulisme bovin est rapporté dans la
littérature depuis plusieurs années (Popoff 1989) et
reste une voie de contamination importante comme
le montre ici les résultats des enquétes
épidémiologiques menées dans les élevages atteints.

1 foyer
[] 2foyers
[] 3foyers
B afoyers
B sovers
O

6 foyers

Figure 3. Répartition des foyers de botulisme bovin diagnostiqués en laboratoire en 2022 par département (le

nombre de foyers par département est indiqué selon la couleur)
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Encadré 1. Evolution de la réglementation sur le
botulisme animal en France

Le botulisme animal est réglementé depuis 2006,
d’abord classé parmi les maladies réputées
contagieuses pour les volailles et a déclaration
obligatoire pour les bovins et oiseaux sauvages
(décret n°2006-178, 17 février 2006). Le botulisme a
ensuite été classé en danger sanitaire de premiére
catégorie en juillet 2013 (arrété ministériel du
29 juillet 2013) pour toutes les espéces sensibles.

Il ne fait pas partie des maladies réglementées
dans le cadre de la Loi de Santé Animale (Réglement
(UE) 2016/429 du Parlement Européen et du Conseil
du 9 mars 2016) entrée en application depuis 2021
mais fait dorénavant partie de I'annexe Il de |'arrété
du 3 mai 2022 qui liste les maladies animales
d’'intérét national pour lesquelles des mesures
peuvent étre mises en place dans un but d’intérét
collectif. Il est prévu que I'annexe Il de cet arrété
soit abrogée 18 mois apres la publication du décret
d'application de |'article L. 201-10 du code rural et de
la péche maritime. Passé ce délai, cette maladie
pourra étre gérée par les professionnels au moyen

de PSIC (Plan sanitaire d ‘intérét collectif) s’ils le
souhaitent.

Cette révision de la classification des dangers
sanitaires souléve également la question de
I'indemnisation des éleveurs en cas de foyer
confirmé de botulisme. Depuis 2013, le botulisme
chez les ruminants fait partie des maladies pour
lesquelles un programme a été mis en place par le
Fonds national agricole de Mutualisation Sanitaire et
Environnemental (FMSE). La modification de la
classification du botulisme au niveau réglementaire
entrainera-t-elle une modification du programme au
niveau du FMSE ?

Références réglementaires :

Réglement (UE) 2016/429 du Parlement Européen
et du Conseil du 9 mars 2016

Arrété du 3 mai 2022 listant les maladies animales
réglementées d'intérét national en application de
I'article L.221-1 du code rural et de la péche
maritime.

Discussion et conclusion

Une augmentation du nombre de foyers de
botulisme bovin diagnostiqués dans les laboratoires
a été observée en 2020 (Le Marechal et al. 2020) puis
en 2022 en comparaison de la période 2009-2019 (Le
Bouquin et al. 2022). Les types toxiniques détectés
en 2022 (D/C, C et C/D) sont similaires a ceux
détectéds jusqu’a présent dans les épisodes de
botulisme bovin avec une majorité d’épisodes de
type D/C (Le Bouquin et al. 2022, Woudstra et al.
2012). Plusieurs hypothéses peuvent étre émises
pour expliquer cette augmentation. Premieérement,
I'amélioration des outils de diagnostic au niveau des
laboratoires pourrait étre a |'origine d’'une meilleure
détection de la bactérie. Une étude a en effet été
mise en place pour identifier les préléevements a
collecter (contenu du rumen, foie, féces) et pour
optimiser les conditions d’enrichissement en vue
d’améliorer la sensibilité¢ de détection de
C. botulinum par PCR. L'étude a été menée entre
2017 et 2020 et I'approche actuellement utilisée est
en place depuis 2020 dans deux laboratoires, ce qui
coincide avec l'observation de l'augmentation du
nombre de cas confirmés et pourrait donc
contribuer a cette augmentation observée. Par
ailleurs, ce protocole a été diffusé auprés des

professionnels a travers des journées d’animation ou
des articles, ce qui a pu aussi contribuer a une
sensibilisation des professionnels a cette maladie et
aux prélévements a réaliser pour mettre en évidence
la bactérie.

Une seconde hypothése qui pourrait expliquer
cette augmentation des foyers de botulisme bovin
pourrait étre une augmentation du portage
asymptomatique de C. botulinum par les volailles.
Les volailles, notamment les poulets de chair
peuvent en effet étre porteurs asymptomatiques de
C. botulinum (Souillard et al. 2021), en particulier de
type D/C pour lequel les poulets de chair ne
semblent pas sensibles. La prévalence de portage de
C. botulinum par les volailles et les facteurs de risque
associés a ce portage n‘ont pas été identifiés pour le
moment. Les résultats des enquétes
épidémiologiques menées ces derniéres années dans
le cadre de foyers de botulisme bovin montrent
néanmoins que les volailles, notamment les poulets
de chair, constituent un réservoir de contamination
importante a l'origine des foyers de botulisme bovin
et que la mise en place et I'application des mesures
de biosécurité pour prévenir les contaminations
croisées entre les ateliers bovins et avicoles est
indispensable, que ce soit au sein d’un élevage mixte
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ou dans le proche voisinage (Souillard et al. 2021). La
gestion des litieres et fumiers est en particulier un
point de vigilance majeur (Souillard et al. 2021, Le
Marechal et al. 2020). Une meilleure connaissance
des facteurs a l'origine de la contamination des
volailles par C. botulinum de type D/C permettrait
d’améliorer la prévention de portage et de mieux
maitriser cette voie de contamination des bovins.

Le botulisme aviaire en faune sauvage est une
maladie saisonniére, la plupart des cas étant
recensée pendant la période estivale (Le Bouquin et
al. 2022). Une augmentation des températures en
lien avec le changement climatique laisse craindre
une augmentation du nombre de cas de botulisme
aviaire en faune sauvage (Espelund et Klaveness
2014). Bien qu’aucun effet saison n’ait été clairement
mis en évidence pour le botulisme bovin (Le Bouquin
et al. 2022), le nombre maximal de foyers a été
rapporté entre juillet et septembre en 2022 et entre
fin mai et fin juillet en 2020. Par ailleurs, la figure 2
montre que les foyers de type C et C/D sont
retrouvés pendant la période estivale comme c’est le
cas pour le botulisme en faune sauvage. L'impact du
changement climatique sur |‘occurrence du
botulisme bovin sera a évaluer et a prendre en
compte dans le futur.
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