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Résumé 

 

Mots clés : Clostridium botulinum, botulisme animal, outils de typage, WGS, CRISPR-Cas, MLVA 

Le botulisme animal, qui touche principalement les volailles, l’avifaune sauvage et les bovins, 

se manifeste par une paralysie flasque causée par l’action des neurotoxines botuliques. Les toxines 

les plus fréquemment associées aux épisodes de botulisme animal sont celles de type C, D, C/D et 

D/C, produites par Clostridium botulinum du groupe III, une bactérie anaérobie stricte sporulante, 

regroupée avec les espèces Clostridium novyi et Clostridium haemolyticum, sous le terme Clostridium 

novyi sensu lato. L’épidémiologie du botulisme animal est encore méconnue et les données 

d’épidémiologie moléculaire relatives aux souches impliquées dans le botulisme animal sont quasi 

inexistantes. Ceci s’explique principalement par l’absence d’outils de typage pour caractériser les 

souches du groupe C. novyi sensu lato, liée aux difficultés pour isoler les souches de ce groupe. 

L’objectif de la thèse est de développer des outils de typage adaptés à ce contexte particulier pour 

permettre de mener des investigations épidémiologiques lors d’épisodes de botulisme animal et 

pouvoir à terme tracer les souches. 

Dans un premier temps, une méthode d’isolement a été développée et validée sur des souches 

impliquées dans des épisodes de botulisme animal en France. Cette méthode a permis d’isoler 35 

souches associées à des épisodes de botulisme aviaire.Puis un outil de typage MLVA (Multi Loci 

Variable number of tandem repeats analysis) a été évalué sur la collection de souches isolées puis 

appliqué en conditions réelles dans le cadre d’investigations menées dans deux épisodes de botulisme 

animal. Une autre piste de typage a ensuite été explorée via l’étude des systèmes CRISPR-Cas 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – CRISPR associated protein). Les 

résultats ont révélé une prévalence de ces systèmes chez 95 % des souches de C. novyi sensu lato, 

avec une grande diversité (6 types de système CRISPR-Cas). Cette grande diversité n’a pas permis 

de proposer un outil de typage basé sur les CRISPR-Cas. Enfin, après une première étape 

d’optimisation des différentes étapes en amont du séquençage , les génomes de C. novyi sensu lato 

ont été comparés afin d’identifier de nouvelles cibles pertinentes.  

Ces travaux ont permis de développer une approche permettant de séquencer les souches 

impliquées dans le botulisme aviaire (depuis l’isolement jusqu’au séquençage de l’isolat) et de mettre 

en place une méthode MLVA qui se révèle particulièrement adaptée au contexte du botulisme aviaire. 

Ils ont également permis d’identifier de nouvelles cibles très prometteuses qui permettront de 

proposer d’autres outils de typage dans le futur, applicables au botulisme animal de manière général. 
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Abstract 

 

Keywords:  Clostridium botulinum, animal botulism, typing tools, WGS, CRISPR-Cas, MLVA. 

 

Animal botulism, which affects mainly poultry, wildbirds and cattle, is a neuroparalytic disease 

caused by the action of botulinum neurotoxins type C, D, C/D and D/C. They are produced by 

Clostridium botulinum group III, an anaerobic, spore-forming bacterium belonging to the genospecies 

Clostridium novyi sensu lato alongside Clostridium novyi and Clostridium haemolyticum. The 

epidemiology of animal botulism is still poorly understood and molecular typing data are missing. 

This is mainly due to the unavailibity of typing tools for C. novyi sensu lato characterization, mostly 

because strain isolation is very difficult. The objective of the PhD project is to develop typing tools 

adapted to this specific context to be able to perform epidemiological investigations during animal 

botulism outbreaks and strain tracking in the future. 

First, an isolation method was developed and validated using strains involved in animal 

botulism outbreaks in France. This method allowed the isolation of 35 strains from avian botulism 

outbreaks. Then, a MLVA (Multi Loci Variable number of tandem repeats analysis) typing tool was 

evaluated on the isolated strains and used in real conditions during the investigation of two animal 

botulism outbreaks. Another potential typing approach was then explored through the study of 

CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – CRISPR associated 

protein) systems. The results revealed the presence of these systems in 95 % of  C. novyi sensu lato 

genomes, with a great diversity (6 different types of CRISPR-Cas system). This high diversity 

prevents the development of a typing tool based on these CRISPR-Cas systems. Finally, following 

the optimization of the different steps preceding sequencing, C. novyi sensu lato genomes were 

compared to identify new relevant targets.  

This work allowed the development of an approach to sequence strains involved in avian 

botulism (from strain isolation to whole genome sequencing) and to set up an MLVA method that is 

particularly adapted to the study of avian botulism. It has also allowed the identification of new targets 

that are very promising for the development of new tools in the future, usable to investigate all animal 

botulism outbreaks. 
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Introduction 
 

I. Généralités sur Clostridium botulinum et le botulisme 

1. Histoire du botulisme, de la découverte de la bactérie et de la toxine au bioterrorisme 

1.1. Découverte de la bactérie et premières descriptions des symptômes 

Les plus anciens documents historiques mentionnant des cas de botulisme humain datent de la 

fin du 18ème siècle où le manque de mesures sanitaires dans la production de nourriture en Europe a 

conduit à de nombreux décès liés à des maladies d’origine alimentaire (Ting & Freiman, 2004). La 

première source de botulisme identifiée est la consommation de saucisses fumées qui a été décrite 

entre 1817 et 1822 par le médecin allemand Justinus Andreas Christian Kerner. Dans ses publications 

(Kerner, 1820, 1822), il décrit entre autres les symptômes cliniques du botulisme causés par « le 

poison de saucisse ». Le poison se développe en conditions anaérobies dans les saucisses putrides et 

va entrainer une paralysie flasque causée par l’arrêt de la transmission du signal moteur dans le 

système nerveux périphérique. Ce poison est létal à petite dose. Les principaux symptômes décrits 

sont une mydriase, une diminution de la sécrétion des glandes salivaires, une paralysie gastro-

intestinale et de la vessie, une dysphagie et des insuffisances respiratoires (Erbguth, 2008; Ting & 

Freiman, 2004). 

La première personne à avoir isolé la bactérie est Emile Pierre Marie van Ermengem, un 

microbiologiste de l’université de Ghent, qui, à la suite d’un épisode de botulisme en 1895, parvient 

à mettre en corrélation de la saucisse de porc contaminée et la mort de 3 personnes qui avaient 

consommé l’aliment. Il a isolé une bactérie en forme de bacille capable de produire des spores à partir 

des restes de viande crue et des foies des victimes de l’intoxication alimentaire. Il a nommé cette 

bactérie Bacillus botulinus (botulus signifie saucisse en latin) qui deviendra Clostridium botulinum 

quelques années plus tard. En 1904, un épisode de botulisme dû à la consommation d’une salade de 

haricots blancs contaminés en conserve a permis de démontrer que la bactérie et la toxine peuvent 

aussi être présentes dans des aliments qui ne sont pas de la viande ou du poisson (Erbguth, 2008; 

Popoff, 1995). 

1.2.   Découverte de plusieurs types de neurotoxine botulique et mode d’action. 

Dans la première partie du 20ème siècle, il a été démontré que les toxines retrouvées en 1895 et 

en 1904 (épisodes décrits dans le paragraphe précédent) étaient distinctes sérologiquement. Elles ont 

été désignées par la suite comme les toxines de type A et B par Georgina Burke (Burke, 1919). La 



17 
 

toxine de type C a été découverte en 1922 aux Etats-Unis par Bengston (Bengtson, 1922) et en 

Australie par Seddon (Seddon, 1922). Les types D et E ont été caractérisés respectivement en 1928 

par Meyer et Gunnison aux Etats-Unis (Meyer & Gunnison, 1929) et en 1936 par Bier en Ukraine 

(Gunnison et al., 1936). Enfin, les toxines de type F et G ont été découvertes dans la deuxième partie 

du 20ème siècle respectivement en 1960 par Moller et Scheibel en Scandinavie (Moller & Scheibel, 

1960) et en 1970 par Gimenex et Ciccarelli en Argentine (Erbguth, 2008; Geiges, 2002; Gimenez & 

Ciccarelli, 1970).  

Les mécanismes d’action de la toxine botulique ont par la suite été largement étudiés. Dès 1949, 

des chercheurs de Londres ont découvert que la toxine botulique agissait en bloquant la libération de 

l’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire (Sellin, 1981). Il a ensuite fallu attendre les 

années 90 pour que Giampetro Schiavo et son équipe établissent que la toxine botulique est composée 

d’une métalloprotéase spécifique des protéines SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor 

Attachment protein REceptor) au même titre que la toxine tétanique. La synaptobrévine est le premier 

substrat cible identifié (Schiavo et al., 1992). Ce sont les sérotypes B, D, F et G qui sont capables de 

cibler cette protéine SNARE. La même équipe a ensuite déterminé que la cible des neurotoxines des 

sérotypes A, C et E est la protéine SNARE SNAP-25 (Blasi et al., 1993a; Schiavo et al., 1993). Enfin, 

une autre équipe de recherche a mis en évidence que la neurotoxine du sérotype C est capable de 

cliver une autre protéine de la membrane présynaptique appelée syntaxine (Blasi et al., 1993b). Les 

mécanismes sont présentés plus en détail dans le chapitre I.3.2. 

1.3.  Utilisation détournée de la toxine botulique 

1.3.1.  Utilisation comme traitements thérapeutiques et comme produits cosmétiques 

Dans les années 60, il a été démontré avec succès sur des singes puis sur des hommes atteints 

de strabisme et de blépharospasme que l’injection de quelques picogrammes de toxine entraine une 

paralysie des muscles sans effets secondaires. L’utilisation de la toxine pour traiter le strabisme et le 

blépharospasme a été approuvée aux États-Unis par la Food and Drug Administration (FDA) en 1989 

sous le nom de « Oculinum » (Scott, 2004), plus tard renommée Botox® lors de l’acquisition des 

droits de distribution de la toxine thérapeutique par l’entreprise Allergan (Ting & Freiman, 2004). 

Dans les années 90, le Dr Carruthers observa la disparation des rides au-dessus des sourcils suite à 

l’utilisation du Botox® sur des patients atteints de blépharospasme. Avec son mari dermatologiste, 

ils publièrent un article sur l’utilisation du Botox® à des fins cosmétiques (Carruthers et al., 1996). 

Encore à ce jour, de nombreux traitements utilisent le Botox® dans les domaines de la dermatologie 

et de la cosmétique (Naik, 2021; Ting & Freiman, 2004). 
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Au Royaume-Uni, la recherche et production de la toxine fut effectuée par le « Centre for 

Applied Microbiology and Research » (CAMR) et des expérimentations réalisées pour traiter des 

patients atteints de contractions du muscle perioriculaire (Rowe & Noonan, 2017). L’utilisation de la 

toxine botulique a été approuvée pour traiter des personnes atteintes de dystonie sous le nom de 

Dysport®. Aujourd’hui, cette toxine est également utilisée pour traiter des blépharospasmes et des 

dystonies cervicales (Naik, 2021). 

D’autres toxines botuliques sont actuellement commercialisées : Myobloc™ aux USA, 

Xeomin® et Neurobloc® en Europe (Benecke et al., 2005; Lew et al., 2000) sont utilisées pour traiter 

les dystonies cervicales (Naik, 2021). Une toxine de type A est aussi produite en Chine (Erbguth, 

2008). 

En oncologie, la neurotoxine botulique est utilisée comme analgésique durant et après le 

traitement de certains types de cancer pour calmer des douleurs locales liées à la chirurgie ou à la 

chimiothérapie. Des études sur l’utilisation de la toxine pour réduire la taille des tumeurs et induire 

l’apoptose chez les cellules cancéreuses ont montré des résultats prometteurs in vitro et in vivo (sur 

des animaux et humains). Ces types de traitements pourraient être utilisés plus fréquemment dans un 

futur proche, en tenant compte des effets secondaires possibles du fait de l’utilisation de la toxine 

botulique (Grenda et al., 2021). 

En dermatologie et cosmétologie, la neurotoxine botulique peut aider à traiter des conditions 

telles que l’alopécie, la sécrétion excessive de sébum rendant la peau grasse, la prévention des 

cicatrices post opératoires, le psoriasis, le syndrome de Raynaud, l’hyperhydrose, la notalgie 

paresthésique et d’autres problèmes de peau (Naik, 2021). Elle peut aussi traiter temporairement le 

sourire gingival (Zengiski et al., 2021). 

1.3.2.  Utilisation comme arme biologique 

L’utilisation de la toxine botulique comme arme biologique a été envisagée dès les années 30 

par les armées japonaise, américaine, canadienne et soviétique lors de la seconde guerre mondiale. 

Malgré de nombreuses avancées dans les connaissances relatives à la toxine au cours de cette période, 

le projet fut un échec et la toxine n’a pas été utilisée à des fins militaires lors de cette guerre (Tatu & 

Feugeas, 2021). La forme cristallographique de la toxine A a été obtenue pour la première fois à l’aide 

des techniques de concentration et de cristallisation mises en place à Fort Detrick (USA) par les 

équipes de Carl Lamanna et James Duff en 1946, soit un an après la fin de la guerre (Lamanna et al., 

1946). Les recherches ont continué aux Etats-Unis jusqu’au début des année 70, période durant 

laquelle le président Nixon a pris la décision d’arrêter les programmes de recherches liés au 
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développement d’armes biologiques. L’Irak et la Russie ont produit des armes chargées avec de la 

toxine botulique malgré la signature en 1972 d’une convention interdisant la recherche, production et 

utilisation d’armes biologiques.  

Récemment, les inquiétudes se sont plus portées sur l’utilisation de la toxine à des fins de 

bioterrorisme. Depuis 2001, C. botulinum fait partie des agents biologiques représentant une des 

menaces les plus importantes avec Bacillus anthracis, Yersina pestis ou encore Francisella tularensis 

(Broussard, 2001). Trois utilisations potentielles à des fins malveillantes ont été identifiées : son 

utilisation sous forme d’injection, la contamination d’aliments ou boissons avec la toxine et sa 

libération sous forme aéroportée (Cenciarelli et al., 2019). Néanmoins, plusieurs facteurs rendent 

l’utilisation de la toxine botulique comme arme biologique très difficile : la quantité nécessaire et le 

taux de mortalité variable lors de l’ingestion de la toxine, sa dégradation rapide à l’air libre, le fait 

que la maladie ne soit pas transmissible d’une personne à l’autre et que le traitement soit relativement 

facile, sous réserve d’une prise en charge rapide (antitoxine, antibiotiques) (Cenciarelli et al., 2019; 

Ting & Freiman, 2004). 

Du fait de ce contexte, le botulisme (les toxines de C. botulinum) fait partie des maladies et 

agents biologiques classés dans la catégorie A par le CDC (qui comprend les maladies et agents 

hautement prioritaires présentant un risque majeur pour la sécurité nationale).  

En France, C. botulinum et l’ensemble des toxines botuliques sont classés dans la liste des 

microorganismes et toxines hautement pathogènes (MOT). Cette liste comprend des agents dont 

l’utilisation pourrait présenter un risque pour la santé publique (Annexe 2 de l’article L. 5139-1 du 

code de la santé publique dont l’arrêté date du 30 Avril 2012). Les opérations de production, 

fabrication, transport, importation, exportation, détention, offre, cession et emploi portant sur ces 

agents MOT sont soumises à des autorisations qui sont délivrées par l’Agence Nationale de Sécurité 

du Médicament (ANSM). Pour manipuler la bactérie ou la toxine, une habilitation est nécessaire pour 

le personnel des laboratoires autorisés à manipuler ces agents MOT et le laboratoire doit détenir les 

autorisations pour pourvoir mener des travaux de recherche sur les agents pathogènes listés dans ce 

texte règlementaire. 
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Le botulisme est rapporté depuis l’antiquité et étudié depuis le XIXème siècle. Les travaux 

portant sur Clostridium botulinum se placent essentiellement dans un contexte de sécurité alimentaire.   

La toxine botulique a quant à elle été largement étudiée et ses propriétés détournées à des fins 

cosmétiques, thérapeutiques et militaires, aboutissant à la mise en place d’une réglementation 

contraignante en France (Règlementation MOT).   

2. Clostridium botulinum, la bactérie 

2.1. Généralités sur la bactérie 

Clostridium botulinum est une espèce bactérienne appartenant au genre Clostridium, dont la 

classification a été remise en question (Collins et al., 1994) suite aux analyses génomiques menées 

du fait de la disponibilité croissante de génomes de ce genre bactérien grâce aux techniques de 

séquençage de seconde génération. Une étude portant sur la comparaison de génomes d’espèces 

bactériennes du genre Clostridium a en effet révélé de nombreuses incohérences taxonomiques 

suggérant que plusieurs genres distincts seraient en fait présents dans ce groupe (Cruz-Morales et al., 

2019). Cela a par exemple abouti à la modification de l’espèce Clostridium difficile en Clostridioides 

difficile (Lawson et al., 2016).  

C. botulinum produit la neurotoxine botulique (BoNT), responsable du botulisme chez l’homme 

et l’animal. C’est une bactérie anaérobie stricte se présentant sous la forme d’un bacille avec une 

coloration de Gram positif (Figure 1) (Portinha et al., 2022). Elle possède une mobilité grâce à la 

présence de flagelles autour de la bactérie. Elle est capable de sporuler, ce qui lui permet de persister 

dans des environnements peu propices à sa croissance. C’est une espèce ubiquitaire, le réservoir est 

l’environnement (sol, sédiments marins et d’eau douce) mais des spores sont occasionnellement 

retrouvées en portage chez l’homme et certains animaux (Peck, 2009). 
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Les souches de C. botulinum possèdent le gène codant la neurotoxine botulique. En effet, une 

souche ne possédant pas ce gène ne peut être considérée comme C. botulinum mais comme une 

clostridie équivalente non toxinogène (Peck, 2009; Smith et al., 2018). Cependant, d’autres espèces 

de clostridies sont capables de produire des toxines botuliques comme Clostridium butyricum et 

Clostridium baratii (Aureli et al., 1986; Hall et al., 1985).  

Enfin, C. botulinum est classé dans le groupe 2 des agents pathogènes (Arrêté du 18 Juillet 

1994, modifié le 16 février 2018). La bactérie doit être manipulée dans un confinement de classe L2 

avec des équipements de protection adéquats et adaptés. Comme évoqué précédemment, ce pathogène 

fait partie de la liste des MOT, ce qui implique des contraintes et restrictions en termes de sécurité et 

sureté biologique pour répondre aux exigences de cette règlementation.  

2.2.  Classification des bactéries productrices de BoNT 

Les clostridies capables de produire la neurotoxine botulique sont classées en 6 groupes 

distincts selon le type de neurotoxine produite, les conditions de croissance, la résistance des spores 

Figure 1 : Micrographies électroniques des différentes étapes de la sporulation chez Clostridium botulinum du 
groupe III (souches C/D BKT015925 et C Stockholm). CV = Cellule végétative – DA = Division asymétrique 
– E = Englobement de la préspore – AT = Assemblage de la tunique – PsM = Préspore mature – LCM = Lyse 

de la cellule végétative mère. 

Source : Portinha et al, 2022. 
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à la chaleur et plusieurs caractéristiques phénotypiques et biochimiques (Tableau 1). Sept types de 

BoNT ont été décrits historiquement, classés de A à G, et plus de 40 sous types (Peck et al., 2017).  

Plus récemment, deux nouveaux types de BoNT ont été découverts :  

- BoNT H qui est une mosaïque des BoNTs F et A dont le gène a été retrouvé dans une souche 

de C. botulinum bivalente portant aussi le gène codant BoNT B (Gonzalez-Escalona et al., 

2014). 

- BoNT X qui a été identifiée et caractérisée en 2017 (Zhang et al., 2017) à partir d’une 

souche de C. botulinum isolée lors d’un cas de botulisme infantile en Mars 1995 dans un 

échantillon où la toxine BoNT B a été détectée (Kakinuma et al., 1996). 

Les souches désignées comme C. botulinum sont seulement présentes dans les trois premiers 

groupes (sur les 6 groupes actuellement décrits). Les souches du groupe I vont produire les BoNT A, 

B, F, H et X. Elles ont une activité protéolytique : elles sécrètent une protéase capable d'activer les 

neurotoxines botulique (en coupant le pont disulfure) à l'extérieur de la bactérie. Elles sont lipases 

positives mais ne possèdent cependant pas de lécithinase. Ces spores sont thermorésistantes avec une 

valeur D121°C  de 0,19 minute représentant le temps nécessaire pour diviser par 10 la population 

bactérienne à 121°C et une valeur de z d’environ 11,3°C représentant la variation de température 

nécessaire pour faire varier d’un facteur 10 la valeur D (Diao et al., 2014). Les souches du groupe I 

impliquées dans les foyers de botulisme humain sont majoritairement liées à du botulisme alimentaire 

(conserves de légumes ou produits de charcuterie) (Lindström et al., 2006). L’équivalent non toxique 

de C. botulinum du groupe I possédant les mêmes caractéristiques biochimiques est l’espèce C. 

sporogenes.  

Les souches du groupe II, produisant les BoNTs B, E et F, ne sont pas protéolytiques 

(l'activation de la toxine se fait par une protéase exogène non produite par la bactérie elle-même, elle 

peut avoir lieu par des protéases d'origine digestive telle que la trypsine par exemple) et la 

thermorésistance de leurs spores est modérée avec une valeur D80°C se situant entre 1 et 1,5 minute et 

une valeur de z se situant entre 6 et 6,5 °C. Elles peuvent cependant croître et produire de la toxine à 

des températures relativement basses (3.5 °C). Les spores de C. botulinum du groupe II sont donc 

capables de croître et produire la toxine botulique au réfrigérateur, constituant un challenge pour 

garantir la sécurité sanitaire des denrées sensibles conservées à ces températures. Les souches de C. 

botulinum du groupe II responsables de botulisme vont principalement être retrouvées dans des 

aliments transformés industriellement conservés à basse température et dans des aliments à base de 

poisson (Lindström et al., 2006). Son équivalent non toxique est C. taeniosporum. 
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 Enfin, les souches du groupe III produisent les BoNTs C, D ainsi que les mosaïques C/D et 

D/C. Elles peuvent croître à des températures allant jusqu’à 40°C, ne possèdent pas d’activité 

protéolytique. Elles sont lipases positives et la plupart des souches ont une activité lécithinase. La 

thermorésistance des spores est intermédiaire par rapport aux deux premiers groupes avec une valeur 

D104°C se situant entre 0,1 et 0,9 minutes et une valeur D90°C se situant entre 11,5 et 11,9 minutes pour 

une valeur de z de 5,7 °C (Portinha et al., 2022; Segner & Schmidt, 1971).  Le botulisme animal est 

principalement associé à C. botulinum du groupe III. Leur équivalent non toxique est Clostridium 

novyi (Peck, 2009; Smith et al., 2018). Les particularités des souches de C. botulinum du groupe III 

sont décrites plus précisément dans le chapitre dédié au groupe d’espèces C. novyi sensu lato dont 

fait partie C. botulinum du groupe III (cf III). 

Les autres groupes ne sont pas désignés comme C. botulinum malgré leur capacité à produire 

la toxine botulique. Cela est lié aux différences phénotypiques et génétiques entre ces espèces et les 

trois groupes de C. botulinum (Peck, 2009). Les souches du groupe IV, initialement désignées comme 

C. botulinum, sont maintenant classées comme étant l’espèce C. argentinense. Elles sont capables de 

produire la BoNT G, ont une activité protéolytique mais ne possèdent pas d’activité lipase et 

lécithinase. Elles sont génétiquement proches de l’espèce C. subterminale (Suen et al., 1988). Cette 

toxine n’a jamais été associée à un cas clinique. Enfin, certaines espèces de C. butyricum (groupe V) 

et C. baratii (groupe VI) ont la capacité de produire respectivement des BoNTs de type E et F et ont 

déjà été associées à des cas cliniques humains (Aureli et al., 1986; Dykes et al., 2015; Hall et al., 

1985; Tréhard et al., 2016).  

Suite au séquençage d’un grand nombre de souches et à l’augmentation du nombre de données 

permettant de mieux discriminer les souches des 6 groupes, un changement dans la classification des 

clostridies capables de produire la neurotoxine botulique a été proposé par de nombreux scientifiques 

(Peck, 2009; Peck et al., 2017; Skarin et al., 2011; Smith et al., 2018).  

Sur la base d’analyses bio-informatiques, il a aussi été démontré que des espèces bactériennes 

n’appartenant pas au genre Clostridium possèdent des gènes présentant des homologies et 

structurations similaires aux toxines botuliques. Une étude en 2015 a ainsi identifié un gène apparenté 

au gène bont (BoNT I ou BoNT Wo) dans le génome de l’espèce Weisella oryzae, une bactérie Gram 

positif non sporulante présente dans le riz fermenté (Mansfield et al., 2015). Un autre gène a été 

identifié dans le génome d’une bactérie Gram négatif, Chryseobacterium piperi, bien qu’aucune 

production de BoNT n’ait été démontrée (Wentz et al., 2017). Une souche d’Enterococcus faecium 

isolée à partir d’un prélèvement de fèces de vache possède un gène apparenté au gène bont sur un 
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plasmide et il a été démontré que la toxine produite in vitro (nommée BoNT J ou BoNT/En) est 

fonctionnelle (Zhang et al., 2018). 

Tableau 1 : Caractéristiques phénotypiques des 6 différents groupes de clostridies capables de produire 
la neurotoxine botulique. 

Sources : Peck et al., 2009 et Smith et al., 2018. 

 

 Groupe I Groupe II Groupe III Groupe IV Groupe V Groupe 

VI 

Clostridie 

toxinogène 
C. botulinum 

C. 

argentinense 

C. 

butyricum 

C.  

baratii 

BoNTs 

produites 
A, B, F, H, X B,E,F C, D G E F 

Équivalent non 

toxinogène 

C.  

sporogenes 

C.  

taeniosporum 

C. 

novyi  

C. 

subterminale 
/ / 

T°C optimale 

de croissance 
35-40°C 18-25°C 37-40°C 37°C 30-37°C 30-45°C 

Activité 

protéolytique 
+ - - + - - 

Lipase + + + - - - 

Lécithinase - - +/- - - + 

Liquéfaction 

de la gélatine 
+ + + + - - 

Digestion de la 

caséine 
+ - - + - - 

Fermentation 

du glucose 
+ + + - + + 

Résistance à la 

chaleur des 

spores 

+ + + - - + + - / 

 

 

Les clostridies capables de produire la toxine botulique sont réparties en 6 groupes, présentant des 

caractéristiques phénotypiques et biochimiques très différentes. Elles sont toutes anaérobies et 

sporulantes. Les toxines botuliques produites varient en fonction des groupes et sont détaillées dans 

le paragraphe suivant.  
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Figure 2 : A) Structure cristallographique de la neurotoxine botulique (BoNT). La chaîne légère 
(domaine catalytique) est représentée en bleu tandis que la chaine lourde est réprésentée en vert 

(domaine de translocation Hn), jaune et rouge (domaine de liaison Hc)  

B) Représentation schématique de la neurotoxine botulique (même code couleur que la figure A).  

Source : Lim et al.,2019. 

3. La toxine botulique 

3.1.  Structures et fonctions de la toxine et des protéines associées.  

La neurotoxine botulique est une protéine polypeptidique qui fait partie de la famille des 

métalloendopeptidases, d’un poids moléculaire d’environ 150 kDa et qui contient un atome de zinc 

au niveau du domaine catalytique de la protéine. La protéine est composée d’une chaîne légère (LC) 

d’environ 50 kDa et d’une chaîne lourde (HC) d’environ 100 kDa (Figure 2A) (Lim et al., 2019). Ces 

chaines sont reliées par un pont disulfure qui se forme entre 2 cystéines, une présente à l’extrémité 

C-terminale de la chaîne légère et une présente à l’extrémité N-terminale de la chaîne lourde (Figure 

2B) (Lim et al., 2019). La chaîne lourde se divise en deux sous-unités aux fonctions bien distinctes : 

la partie proche de l’extrémité C-terminale va permettre la liaison entre la toxine et le récepteur cible 

présent au niveau de la membrane cellulaire des neurones ainsi que l’internalisation de la toxine par 

endocytose. L’autre partie proche de l’extrémité N-terminale va quant à elle permettre la translocation 

de la chaîne légère de la vésicule vers le cytoplasme, qui va ainsi pouvoir rejoindre sa cible. La chaîne 

légère est une métalloprotéase où se trouve le domaine catalytique permettant le clivage de sites 

spécifiques présents sur les 3 protéines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor 

Attachment Receptor) cibles (synaptobrévine, SNAP-25 Synaptosomal-Associated Protein-25, une 

protéine de 206 acides aminés associée aux membranes lipidiques via des cystéines, et syntaxine).  

Selon le type de neurotoxine, la protéine SNARE ciblée n’est pas la même. Malgré les 

différences présentes entre les différents sérotypes de BoNT, l’architecture de la toxine est la même 

pour tous (Binz et al., 2010; Montecucco & Schiavo, 1995; Pirazzini et al., 2017). 
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La toxine est d’abord synthétisée par la bactérie sous la forme d’une seule chaîne protéique de 

150 kDa. Ce précurseur sera ensuite clivé par des protéases pour former la chaine légère et la chaîne 

lourde reliées par le pont disulfure. La toxine est produite avec d’autres protéines appelées protéines 

non toxiques associées (NAPs). L’ensemble de ces protéines va former le precursor toxin complex 

(PTC).  

Le gène bont est toujours positionné à côté du gène ntnh codant la protéine non toxique non 

hémagglutinante (NTNH). Cette protéine de 140 kDa, dont la structure est similaire à celle de BoNT, 

fait partie des NAPs et va former avec la BoNT un hétérodimère nommé PTC fonctionnel minimal 

(M-PTC). NTNH va avoir un rôle de protection de BoNT pour faire face aux conditions rencontrées 

au niveau de l’estomac et du tractus digestif, comme le pH et la présence d’enzymes digestives.  

Les autres protéines associées (ha17, ha33, ha70) sont des protéines hémagglutinantes qui 

semblent faciliter la transcytose de BoNT au travers de la barrière intestinale. Ces protéines vont 

former avec BoNT et NTNH le complexe L-PTC (Figure 3) (Lee et al., 2013). La composition du 

complexe protéique peut différer entre sérotypes mais aussi entre sous-types (Gu et al., 2012; Kalb et 

al., 2017; Pirazzini et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure du precursor toxin complex (PTC). En violet, la toxine botulique (ici 
BoNT/A1), en rose, la protéine non hémagglutinante NTNH (ici NTNH/A1), en bleu, jaune 

et orange les protéines hémagglutinantes (ici, respectivement HA70, HA17 et HA33). 
Source : Lee et al., 2013. 
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3.2.  Mécanisme d’action de la toxine 

Le botulisme se manifeste avec une paralysie flasque. Elle est causée par l’action de la BoNT 

qui empêche la libération de l’acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire. Dans une 

configuration où la toxine botulique n’est pas présente dans l’organisme, l’arrivée d’un potentiel 

d’action va entrainer l’ouverture des canaux Ca2+ présents sur la cellule nerveuse, entrainant l’entrée 

d’ions Ca2+ dans le cytosol. Cette entrée d’ions va provoquer la fusion des vésicules synaptiques 

contenant l’acétylcholine, un neuromédiateur synthétisé dans la fibre nerveuse, avec la membrane 

plasmique. La fusion des membranes de la vésicule et de la cellule nerveuse va être possible grâce à 

la formation d’un complexe de plusieurs protéines SNARE. La protéine SNARE synaptobrévine est 

présente sur la vésicule synaptique tandis que les protéines SNAP-25 et syntaxine sont présentes sur 

la membrane de la cellule nerveuse. L’acétylcholine est ensuite libérée au niveau de la fente 

synaptique située entre la cellule nerveuse et la cellule musculaire. Cette dernière va recevoir 

l’information lorsque les molécules du neuromédiateur vont se fixer au niveau des récepteurs post-

synaptiques, permettant ainsi la contraction des muscles (Figure 4) (Arnon et al., 2001; Montecucco 

& Schiavo, 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Fonctionnement normal d'une cellule nerveuse lors de la transmission du signal 
nerveux aux cellules musculaires.  

Source : Arnon et al., 2001. 
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La chaine lourde de la toxine botulique va se fixer au niveau de la synapse puis être internalisée. 

Après sa translocation dans le cytosol, la chaine légère va reconnaitre et cliver la protéine SNARE 

cible spécifique du type toxinique de la toxine (Types B, D, F et G pour la synaptobrévine, types A, 

C et E pour SNAP-25 et type C pour la syntaxine). Cela va empêcher la formation du complexe 

SNARE et donc la fusion entre la vésicule synaptique et la membrane de la cellule nerveuse. Sans 

libération d’acétylcholine dans la fente synaptique, le signal nerveux ne peut pas être transmis aux 

cellules musculaires, le muscle ne peut donc pas se contracter (Figure 5) (Arnon et al., 2001; Poulain 

& Humeau, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Types et sous-types de BoNT 

Comme évoqué précédemment, plus de 40 sous-types de toxines botuliques ont déjà été 

caractérisés (Tableau 2) (Peck et al., 2017). La structure de la toxine botulique ainsi que la propriété 

toxicologique restent les mêmes pour l’ensemble des types toxiniques (Peck et al., 2017). Les 

différentes BoNT se distinguent entre elles de par leur immunogénicité à certains anticorps anti-

BoNT. Le sérotype d’une toxine est donc défini en la confrontant à un sérum contenant des anticorps 

dirigés contre une BoNT d’un certain type. Par exemple, si la toxine est neutralisée en présence 

d’anticorps dirigés contre la BoNT A, cela confirme que la toxine est du type A. En plus de ces 

Figure 5 : Mécanisme d'action de la neurotoxine botulique. Action de la toxine sur la libération de 
l’acétylcholine après son internalisation dans la cellule nerveuse.  

Source : Arnon et al., 2001. 
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différences immunologiques, les BoNT vont toucher des hôtes différents et vont cibler des protéines 

différentes dans la cellule nerveuse. 

Tableau 2 : Liste des différentes espèces bactériennes capables de produire la toxine botulique et leurs 
types et sous-types toxiniques associés. Source : Peck et al., 2017 

 

Les différences entre les types toxiniques vont se situer au niveau de leur composition en acides 

aminés (Figure 6) (Hill & Smith, 2013; Hill et al., 2015). Le séquençage des différents gènes bont 

suivi de leur comparaison a montré des différences en acides aminées allant de 37,2 à 69,6% (Hill & 

Smith, 2013). Au sein même des types, il existe des différences importantes permettant de les 

discriminer en sous-types distincts. Ces différences peuvent être mineures (1 à 7% entre les sous-

types du sérotype B) ou majeures (3 à 36% entre les sous-types du sérotype F) entre les toxines d’un 

même type (Hill et al., 2015). Elles peuvent entrainer des changements de caractéristiques plus ou 

moins importants selon la région mutée (toxicité, affinité avec les récepteurs cibles ou encore stabilité 

de la toxine). Depuis 2017, de nouvelles règles de nomenclature ont été mises en place pour la 

classification des nouveaux sous-types. Les sous-types doivent être déterminés à partir de la séquence 

en acides aminées. Pour être considéré comme un nouveau sous-type, la composition en acides 

aminés de la toxine doit différer d’au moins 2,6% par rapport à celles des autres sous-types déjà 

caractérisés (Peck et al., 2017). 

  

Espèces Types toxiniques Sous-types de BoNT 

Clostridium botulinum Group I A, B, F et X 
A1; A2; A3; A4; A5; A6; A7; A8 

B1; B2; B3; B5; B6; B7; B8 
F1; F2; F3; F4; F5; H-F/A; X 

Clostridium botulinum Group II B, E et F 

B4 
E1; E2; E3; E6; E7; E8; E9; E10; E11; 

E12 
F6 

Clostridium botulinum Group III C et D C ; D ; C/D ; D/C 
Clostridium argentinense Group IV G G 

Clostridium butyricum E E4 ; E5 
Clostridium baratii F F7 

Enterococcus faecium En/J En/J 
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Figure 6 : Dendrogramme représentant l'ensemble des sous-types de BoNT basé sur leur 
différence au niveau de la composition en acides aminés de la toxine.  

Source :  Hill et al., 2015. 
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Le gène codant pour la toxine peut se situer à différents endroits du génome de la bactérie, que 

ce soit sur le chromosome (BoNTs A, B, E et F) ou sur des éléments génétiques mobiles (EGM) 

comme des plasmides (BoNTs A, B, E, F, G, En et X) ou des bactériophages (BoNTs C, D et leurs 

mosaïques C/D et D/C) (Hill et al., 2015; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2017). La présence d’une 

même toxine chez plusieurs espèces de clostridies différentes (i.e. BoNT E chez C. botulinum groupe 

II et C. butyricum) ainsi que leur localisation sur des EGM suggèrent que des événements de transferts 

horizontaux de gènes sont intervenus au cours de leur évolution (Hill et al., 2015).  

Une spécificité de certaines souches de Clostridium botulinum est la présence de deux ou 

plusieurs gènes bont dans leur génome (Barash & Arnon, 2014; Gonzalez-Escalona et al., 2014). Les 

souches contenant deux gènes bont sont dites bivalentes et vont produire les deux toxines à des 

proportions égales ou différentes. Pour les souches où la production est différente, la toxine produite 

en plus grande quantité sera notée en majuscule tandis que la deuxième, moins abondante, sera notée 

en minuscule (i. e Ab, Af, Ba, Bf) (Barash & Arnon, 2014; Giménez, 1984). Il existe aussi des souches 

bivalentes où une seule toxine est produite, l’autre gène n’étant pas exprimé. C’est notamment le cas 

de plusieurs souches du groupe I produisant BoNT A tout en possédant un gène bont b dit 

« silencieux » car aucune production de BoNT B n’est détectée dans les conditions testées (Hutson et 

al., 1996). Ces souches sont annotées A(B) dans ce cas de figure. Enfin, une souche possédant 3 gènes 

bont différents (un gène bont a et deux gène bont f) a aussi été caractérisée dans la littérature (Dover 

et al., 2013). 

Les souches de Clostridium botulinum du groupe III produisent des toxines botuliques 

mosaïques de type C/D et D/C en plus des types C et D. Le gène codant pour la toxine de type C/D 

est composé à deux tiers du gène bont c (la chaine légère et le domaine de translocation Hn) et à un 

tiers du gène bont d (domaine de liaison Hc) (Figure 7) (Nakamura et al., 2012). Pour le gène codant 

pour la toxine D/C, deux tiers du gène sont similaires au gène bont d (la chaine légère et le domaine 

de translocation Hn) tandis que le dernier tiers est similaire à bont c (domaine de liaison Hc) (Figure 

7) (Moriishi et al., 1996a; Moriishi et al., 1996b; Nakamura et al., 2012). Ces sous-types mosaïques 

n’ont été décrits pour la première fois qu’en 1996 (Moriishi et al., 1996a). 

Les spécificités de ces toxines seront présentées plus en détail dans la partie traitant du 

botulisme animal (cf partie II).  

Une autre toxine mosaïque atypique, initialement nommée BoNT H dans une première étude, 

a été découverte dans une souche bivalente (IBCA10-7060) produisant majoritairement BoNT B. Une 

seconde étude a permis de déterminer que la structure de cette toxine présente des régions ayant des 
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similarités avec les sérotypes A et F. En effet la chaine légère correspond à celle retrouvée pour BoNT 

F5 tandis que le domaine de liaison Hc correspond à celui retrouvé pour BoNT A1 (Barash & Arnon, 

2014; Maslanka et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il existe 7 types de toxines botuliques historiques (A-G), 9 décrites dans la littérature à ce jour 

(A-G, H, X) et plus de 40 sous-types. Il existe également des toxines mosaïques (C/D, D/C, 

F/A) et une souche peut être capable de produire plusieurs toxines différentes. Chaque type 

toxinique va avoir une cible différente au niveau de la synapse, cependant l’activité est 

identique pour l’ensemble des types toxiniques qui vont empêcher la libération de 

l’acétylcholine dans la fente synaptique.  

 

Figure 7 : Représentation schématique de la structure des neurotoxines botuliques produites par les souches de 
Clostridium botulinum du groupe III (C, D, C/D et D/C). Pour chaque région (LC, Hn et Hc), un % d'homologie 
en acides aminés est noté entre chaque type. Au-dessus de 70 % d’homologie, la région est représentée avec un 

même remplissage.  

Source : Nakamura et al., 2012. 
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4. Le botulisme chez l’humain 

Le botulisme chez l’Homme est une maladie rare mais très grave, à déclaration obligatoire en 

Europe, pouvant causer la mort si non traitée dans les temps (Sobel, 2005). Les types toxiniques 

associés au botulisme chez l’Homme sont les neurotoxines de type A, B, E et F. Il existe plusieurs 

formes de botulisme humain (alimentaire, infantile, ingestion de spores chez des patients présentant 

des facteurs de risque tels que les dysbioses, par blessure, par inhalation et iatrogène) selon l’origine 

de contamination. La forme la plus fréquente est le botulisme alimentaire ou l’intoxination 

alimentaire (Mazuet et al., 2018; Popoff, 2018). Cette forme est liée à la consommation d’un aliment 

dans lequel C. botulinum a pu croître et produire de la neurotoxine botulique. Après ingestion, la 

toxine va passer dans la circulation sanguine au niveau du jéjunum ou du duodénum. Ce sont souvent 

des aliments préparés à la maison (conserves de viandes, légumes, charcuteries notamment) qui vont 

être mis en cause même si des aliments industriels périmés ou mal conservés ont déjà causés des 

intoxinations (King, 2008; Pingeon et al., 2011). 

Les cas de botulisme humain C et D sont très rares (Anses, 2021). En effet, les toxines C et D 

n’ont été associées qu’à 2 foyers confirmés de botulisme humain et 11 suspects entre 1950 et 2006 

au niveau mondial (Anses, 2021).  

Le botulisme se manifeste chez l’humain par une atteinte des nerfs crâniens, suivie d’une 

paralysie flasque bilatérale des muscles pouvant induire une insuffisance respiratoire grave et le 

décès. L’hospitalisation est nécessaire : surveillance (prévention d’une insuffisance respiratoire) puis 

administration d’une antitoxine heptavalente. Si le diagnostic et le traitement sont mis en place 

rapidement, la guérison se fait sans séquelles. La létalité est faible. 

 

Le botulisme chez l’Homme est une maladie rare mais très grave. Il est associé principalement 

aux C. botulinum des groupes I et II (toxines A, B, E et F). Les cas de botulisme humain associés 

aux toxines produites par les souches de C. botulinum du groupe III (C, D, C/D ou D/C) sont 

extrêmement rares. 
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II. Le Botulisme animal 

Le botulisme touche également les espèces animales sauvages ou domestiques (Tableau 3) 

entrainant des conséquences à la fois écologiques mais aussi économiques. Les principaux foyers de 

botulisme animal confirmés en France concernent les espèces aviaires et les bovins (Le Marechal et 

al., 2016). En Europe, la perte économique moyenne lors d’un épisode de botulisme dans un cheptel 

avicole de 30 000 oiseaux est de 20 000 euros. Pour un cheptel de 60 bovins, elle s’élève à 90 000 

euros (Braun, 2006; Souillard et al., 2014).  Dans ce chapitre, les différentes spécificités du botulisme 

animal pour ces deux groupes seront détaillées. 

 

Tableau 3 : Liste des principaux animaux affectés par le botulisme et les types de BoNT associés pour 
chaque hôte. 

Source : Le Marechal et al., 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

1. Botulisme aviaire 

Le botulisme aviaire est considéré comme la maladie la plus importante en terme de mortalité 

chez les oiseaux sauvages (Rocke, 2006). Le botulisme concerne à la fois l’avifaune sauvage et les 

volailles. En avifaune sauvage, le botulisme peut avoir un impact écologique très important avec des 

cas pouvant atteindre jusqu’à plusieurs dizaines de milliers d’oiseaux morts (Vidal et al., 2013). Cela 

peut également impacter les plans de sauvegarde des espèces protégées (Anza et al., 2016; Vidal et 

al., 2013; Work et al., 2010). En élevage, les épisodes de botulisme vont entrainer des pertes 

économiques majeures pour l’éleveur et la filière (Le Marechal et al., 2016). En Europe, elle est 

considérée comme une maladie émergente (Skarin et al., 2013). 

Le botulisme a été détecté chez 264 espèces aviaires provenant de 39 familles d’oiseaux (Rocke, 

2006). Une grande partie de ces 264 espèces sont des oiseaux migrateurs comme les anatidés ou les 

oiseaux côtiers (Le Marechal et al., 2016; Rocke, 2006). En exploitation avicole, le botulisme va 

Hôte affecté Types toxiniques impliqués 
Volaille C, D, C/D, D/C, E 

Oiseaux sauvages C, D, C/D, D/C, E, A 
Bovin D, D/C, C/D, C, A, B 

Poisson E 
Animaux à fourrure C, C/D, A, E 

Cheval C, D, B, A 
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principalement toucher le poulet de chair, la dinde ou le faisan, même si des foyers ont été recensés 

en élevage de canards, poules pondeuses, pintades, oies et cailles (Ventujol et al., 2017).  

1.1.  Types toxiniques associés et sensibilité 

 Les souches responsables du botulisme aviaire sont les souches de C. botulinum du groupe III 

produisant les neurotoxines de type C, D, C/D et D/C. Plus rarement, des épisodes impliquant les 

neurotoxines E et A ont été rapportés (Yule et al., 2006). En conditions expérimentales, les espèces 

aviaires sont sensibles à toutes les toxines botuliques lorsqu’elles sont administrées par voie 

intraveineuse même si cette sensibilité va dépendre du type toxinique injectée et de l’espèce aviaire 

testée (Tableau 4) (Anses, 2021; Rasetti-Escargueil et al., 2019). Les oiseaux vont être globalement 

plus sensibles aux toxines de type C et C/D et vont être plus résistants à la toxine de type D. Les 

poulets, dindes, faisans et paons vont être plus sensibles à la toxine C que les canards (Tableau 4) 

(Anses, 2021; Rasetti-Escargueil et al., 2019). Des exceptions existent comme les vautours ou autres 

charognards qui présentent une résistance à la toxine de type C (Kalmbach, 1939).   
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Tableau 4 : Toxicité des différentes neurotoxines botuliques selon l'espèce aviaire testée. Les valeurs sont exprimées en multiple de souris LD50/kg selon le 
mode d'inoculation (IV : intraveineuse, VO : Voie orale, IP : intrapéritonéale). Aucune valeur n'a été rapportée pour la BoNT D/C.  

Tableau adapté de Rasetti-Escargueil et al, 2019 et Anses, 2021. 

      
A B C C/D D E F 

Poulet 
10 (IV)                          

1 million/kg 
(VO) 

20 000 (IV) 
16 000 (IV)                      

26 000 (IV)/animal 
5600/animal 

(IV) 
>320 000 

(IV) 
100 (IV) 

640 000 
(IV) 

Canard   
15 000 (IV)                      

>10 millions/animal 
(VO) 

500- 76 000                                       
45- 80 000 (VO)              

19 000-320 000/animal (VO) 
96 000/animal (IP)                                  
320 000/kg (VO) 

    
2,5 millions/animal 
(IV) 200 000/animal 

(VO) 
  

Paon 170 (IV) 33 000 (IV)  2700 (IV)   
>320 000 

(IV) 
170 (IV) 

640 000 
(IV) 

Faisan 
44-170                  

440 000/kg 
(VO) 

88 000 (IV)  70 (IV)   
>320 000 

(IV) 
440 (IV)              

440 000/kg (VO) 
640 000 

(IV) 

Dinde 
20 (IV)                     

200 000/kg 
(VO) 

40 000 (IV) 320 (IV)    
>320 000 

(IV) 
200 (IV)                       

200 000/kg (VO) 
640 000 

(IV) 

BoNT 

Espèce 
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1.2.  Données de surveillance du botulisme aviaire  

L’Anses a publié un rapport en juillet 2021 dans lequel une compilation des données du CNR 

et du LNR sur la période 2009-2019 a permis d’obtenir une image des épisodes de botulisme animal 

diagnostiqués en France (Anses, 2021).  

Ces données montrent que le botulisme aviaire représentait 77,5% des 592 foyers botuliques 

recensés chez différentes espèces animales, 41,7% provenant de la filière avicole et 35,8% provenant 

de l’avifaune sauvage. Que ce soit en élevage ou en faune sauvage, le type toxinique le plus représenté 

est le type C/D. En faune sauvage, la toxine de type C/D a été identifiée dans la quasi-totalité des cas 

confirmés entre 2013 et 2019 (Le Marechal et al., 2019). L’ensemble de ces résultats est en 

concordance avec ce qui est observé en Europe où le botulisme aviaire est essentiellement causé par 

des souches de C. botulinum de type C/D (Anza et al., 2014a). Les types toxiniques D/C et D sont 

aussi détectés en élevage de dindes. Le botulisme aviaire suit un rythme saisonnier, avec une survenue 

des cas plus importante lors du troisième trimestre (80% des cas en faune sauvage et 47,3% des foyers 

en élevage). Cette augmentation peut s’expliquer par une augmentation de la température, favorable 

à la croissance de C. botulinum du groupe III et à la production de toxine (Anses, 2021).  

Il est à noter qu’avant 2010, le diagnostic biologique se faisait principalement avec la méthode 

de séroneutralisation sur souris. Cette méthode ne permettant pas de distinguer les formes mosaïques 

des non-mosaïques, les foyers de botulisme impliquant les types D et C détectés avant 2010 sont 

probablement surévalués. Depuis la mise en place des techniques de détection par PCR (Woudstra et 

al., 2012), les formes mosaïques sont devenues majoritaires. 

Entre 2007 et 2008, une recrudescence des épisodes de botulisme dans les élevages de volailles 

a été observée dans plusieurs pays d’Europe (Suède, France, Norvège, Danemark), pour des raisons 

qui sont encore à ce jour inexpliquées (Skarin et al., 2013). En France, en 2007, 121 épisodes ont 

ainsi été recensés en élevage d’après les données du réseau national d’observations épidémiologiques 

en aviculture (RNOEA) contre 20 en moyenne les années précédentes d’après le rapport de l’AFSSA 

en 2002. Le nombre de foyers est redescendu à une vingtaine en moyenne les années suivantes selon 

les données des CNR et LNR (Le Bouquin et al., 2017). Cette recrudescence n’a pas été observée en 

faune sauvage avec une moyenne de 14 cas détectés chaque année entre 2005 et 2019 (Anses, 2021). 

Les espèces aviaires sont sensibles à la toxine E. Des épisodes de botulisme de type E ont été 

recensés en France à la fin des années 90 dans des élevages avicoles avec 5 épisodes chez des poulets 

de chair en France entre 1997 et 2000, le dernier épisode confirmé remontant à 2002 selon le rapport 

de l’AFSSA sur le botulisme animal en 2002. L’apparition d’épisodes impliquant ce type toxinique à 

la fin des années 90 a suscité des inquiétudes du fait de la sensibilité de l’Homme à ce type toxinique. 
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La toxine est ainsi systématiquement recherchée lors d’une suspicion de botulisme aviaire. Le gène 

codant la toxine E a été détecté dans 3 cas en faune sauvage en 2018 de manière concomitante avec 

le type C/D. Ce type toxinique est retrouvé dans les régions septentrionales (Nord de l’Europe et de 

l’Amérique) lors de cas de botulisme impliquant des oiseaux sauvages piscivores (Lan Chun et al., 

2015). Des épisodes de type E sont recensés annuellement autour des Grands Lacs aux Etats-Unis et 

au Canada (Chipault et al., 2015).   

1.3.  Signes cliniques 

Les signes cliniques du botulisme chez les espèces aviaires se manifestent par une paralysie 

flasque ascendante qui commence par les pattes puis progresse vers les ailes, le cou et enfin les 

paupières. Cette paralysie se traduit par des difficultés à se déplacer et un comportement léthargique 

des oiseaux avec les yeux fermés. La paralysie du cou va se traduire par une difficulté à relever la 

tête, les ailes sont pendantes. Des diarrhées peuvent aussi être observées. Ces signes cliniques sont 

associés à des problèmes respiratoires qui constituent une des principales causes de mortalité en 

élevage. En faune sauvage, la noyade est une des causes principales de mort chez les oiseaux atteints 

de botulisme du fait de l’incapacité des oiseaux à relever la tête lorsqu’ils sont sur l’eau (Le Marechal 

et al., 2016).  

1.4.  Botulisme aviaire en élevage 

1.4.1. Pathogénèse 

Il est admis que la production de la toxine botulique a lieu in vivo chez les poulets (Popoff, 

1989). En effet la quantité de toxines nécessaire à l’apparition des symptômes est telle qu’il n’est pas 

possible d’en retrouver autant dans l’environnement des animaux. Des essais in vivo ont permis de 

démontrer que les signes cliniques de botulisme sont observés chez les volailles après ingestion de C. 

botulinum et production de la toxine botulique au niveau des caeca (Miyazaki & Sakaguchi, 1978). Il 

a également été démontré que les animaux ne présentent des signes cliniques que s’ils ont accès aux 

fientes, suggérant que les animaux ingèrent de nouveau la toxine et C. botulinum via la litière par 

coprophagie (Hyun & Sakaguchi, 1989). Un schéma présentant la pathogénèse est présenté dans la 

figure 8 (Anses, 2021).   
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1.4.2. Véhicules et sources de contamination 

Les véhicules et les sources de contamination à l’origine des épisodes de botulisme en élevages 

avicoles sont très rarement identifiés. Dans la littérature scientifique, il a été démontré que la litière 

(balles de riz) constitue un véhicule de contamination (Bano et al., 2013; Fillo et al., 2021). La 

comparaison génomique des souches isolées de poulets présentant des signes cliniques de botulisme 

et d’une souche isolée d’une balle de riz stockée dans l’élevage mais non encore utilisée a montré une 

clonalité entre les souches. Les balles de riz ont été identifiées comme positives pour C. botulinum 

de type C/D à deux reprises dans deux élevages différents. Les auteurs de cette étude recommandent 

l’analyse des balles de riz avant livraison auprès des éleveurs pour garantir l’absence de 

contamination (Fillo et al., 2021). L’origine de la contamination de la balle de riz n’a pas été 

investiguée dans ces études.  

L’aliment est considéré comme le véhicule de contamination la plus probable même si aucun 

élément ne permet d’étayer cette hypothèse dans la littérature. L’eau d’abreuvement constitue 

également un véhicule potentiel (Anses, 2021).  

Les trois véhicules de contamination que sont l’aliment, la litière et l’eau peuvent être 

contaminés soit par un cadavre lors de leur récolte ou de leur stockage ou au cours de l’élevage ; soit 

par un transfert de contamination via la manipulation par du matériel contaminé ou par des fèces 

d’animaux sauvages.  

1.4.3.  Mesures préventives et traitement 

En élevage de volaille, une attention particulière devra être portée au niveau du stockage et de 

la manipulation des aliments, de la litière et de l’eau d’abreuvement utilisés dans l’exploitation. Des 

Figure 8 : Pathogénèse du botulisme chez les volailles. 

Source : Adaptée du rapport d’expertise collective sur le botulisme (Anses, 2021) 
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mesures de biosécurité doivent être mises en place au niveau du sas sanitaire. Les cadavres d’animaux 

doivent être ramassés régulièrement. Le matériel et les différents bâtiments de l’exploitation doivent 

faire l’objet d’opérations de nettoyage et de désinfection fréquentes. De plus, les opérations de 

désinsectisation et dératisation sont essentielles (Le Marechal et al., 2012). D’autres mesures peuvent 

être mises en place en cas de survenue d’un épisode comme la création d’une « infirmerie » dans le 

bâtiment pour séparer les animaux sains et les animaux atteints, l’élimination des animaux malades 

et un ramassage plus fréquent des cadavres.  

Dans le cas où un épisode de botulisme est confirmé dans un élevage, un traitement aux β-

lactamines peut être administré par voie orale à l’ensemble des animaux de l’élevage. Des vaccins 

existent mais ils sont rarement utilisés que ce soit en élevage ou dans la faune sauvage (Anniballi et 

al., 2013). Il n’y a pas d’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France. 

1.6.  Botulisme aviaire en faune sauvage 

1.6.1. Pathogénèse 

La pathogénèse du botulisme en faune sauvage est encore méconnue à ce jour. Deux cycles 

d’infection sont décrits dans la littérature. Les oiseaux peuvent soit s’intoxiner en ingérant 

directement la neurotoxine (Holmes, 2019), soit s’infecter en ingérant C. botulinum, la production de 

toxine se déroulant ensuite in vivo (Rocke, 2006). Bien que l’importance de ces deux types de cycles 

ne soit pas encore connue, il est probable qu’ils coexistent (Skarin et al., 2015). 

1.6.2. Réservoirs de C. botulinum 

Les cas de botulisme en faune sauvage vont être initiés par la présence de C. botulinum dans 

l’environnement (sol, eau, sédiments marins et d’eau douce) ou dans les organismes présents comme 

les algues, plantes et invertébrés mais aussi sur certains vertébrés comme les poissons et les oiseaux 

(Espelund & Klaveness, 2014; Reed & Rocke, 1992). Ces réservoirs biotiques peuvent devenir 

toxiques lorsqu’ils rentrent en décomposition, devenant des substrats propices à la germination, 

croissance et production de toxine par C. botulinum (Reed & Rocke, 1992). Les oiseaux vont 

s’infecter/s’intoxiner en se nourrissant de plantes, algues et invertébrés (planctons, asticots) où des 

cellules végétatives, spores et neurotoxines se sont accumulées (Chun et al., 2013). Les oiseaux 

piscivores vont aussi pouvoir se contaminer en se nourrissant de poissons contaminés par C. 

botulinum, notamment les souches produisant la neurotoxine de type E (Yule et al., 2006). 

Un scénario de contamination secondaire décrit dans la littérature mettant en jeu des invertébrés 

est appelé cycle cadavre-asticot (carcass-maggot cycle). Ce scénario a lieu lorsque les oiseaux 
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consomment des asticots présents sur des cadavres d’autres oiseaux contaminés. Quand un oiseau 

porteur de C. botulinum meurt, le cadavre devient un environnement favorable à la germination des 

spores et la production de BoNT. Les mouches nécrophages vont être attirées par le cadavre et vont 

y pondre des œufs. Les asticots vont alors se développer et, en se nourrissant, vont héberger une 

quantité importante de toxine et/ou de bactéries (généralement de type C ou C/D). Les autres oiseaux 

vont ensuite s’intoxiner/s’infecter en consommant les asticots contaminés (Figure 9) (Espelund & 

Klaveness, 2014; Friend et al., 1999; Rocke, 2006).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le cycle épidémiologique de C. botulinum dans un point d’eau met en jeu beaucoup d’acteurs 

qui ont tous une importance (Figure 10) (Espelund & Klaveness, 2014). L’hypothèse la plus probable 

de l’apparition d’un foyer de botulisme pourrait être la mort d’animaux porteurs de la bactérie, mort 

du botulisme ou d’une autre raison. La possibilité de l’apparition d’un foyer via l’ingestion par les 

oiseaux d’algues ou de plantes contaminées reste cependant encore à explorer (Espelund & 

Klaveness, 2014). 

  

Figure 9 : Cycle de contamination « carcass-maggot » des oiseaux sauvages aquatiques. 

 Source : Friend et al.,1999 



42 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’augmentation de la température et la baisse du niveau de l’eau, notamment dans les lacs et 

les étangs va entrainer une baisse du niveau de l’eau par asséchement mais aussi une augmentation 

de la température et du pH de l’eau ainsi qu’une diminution de son potentiel redox (Friend et al., 

1999). Couplé à la présence de matières organiques en décomposition (cadavres d’animaux, 

accumulation d’algues et plantes) servant de substrats à la bactérie, les conditions vont être propices 

à la germination, prolifération et production de toxine par C. botulinum (Figure 11). Les 

contaminations vont donc surtout avoir lieu lors des périodes chaudes (fin du printemps, été, début 

de l’automne) car les conditions sont plus propices à la croissance de la bactérie (Ventujol et al., 

2017). 

  

Figure 10 : Représentation schématique du cycle épidémiologique de C. botulinum dans 
l'écosystème d'eau douce. 

Source : Espelund et al., 2014 
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Source : Le Marechal 2015 Lettre SAGIR N°182 

 

1.6.3. Mesures préventives et traitement 

La présence ubiquitaire de C. botulinum dans l’environnement rend la prévention des foyers de 

botulisme aviaire dans la faune sauvage compliquée. Des mesures peuvent être mises en place telles 

que l’enlèvement rapide des cadavres d’oiseaux morts afin de prévenir la prolifération d’asticots 

contaminés et donc de limiter le nombre d’oiseaux affectés lors de l’apparition d’un foyer de 

botulisme (Anza et al., 2014b; Evelsizer et al., 2010). Une autre mesure pour limiter les sources de 

contaminations est d’enlever les algues ou plantes en décomposition puisque ce sont des zones où 

l’oxygène est peu présent et sont donc propices à la prolifération de la bactérie (Espelund & 

Klaveness, 2014) 

Il est possible de soigner les oiseaux atteints de botulisme en les nourrissant et en les abreuvant 

dans un centre de soin par exemple. Une très bonne récupération peut être observée en particulier 

chez les oiseaux aquatiques. Au contraire, une efficacité limitée est rapportée pour les limicoles, 

goélands, grèbes et foulques (Locke & Friend, 1989). L’un des enjeux est également de prévenir les 

contaminations croisées entre la faune sauvage et les élevages, même si aucune donnée n’est 

actuellement disponible à ce sujet dans la littérature. 

Figure 11 : Influence des conditions environnementales sur les pics de mortalité lors d'un évènement 
de botulisme aviaire. 
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1.7.  Portage sain 

Une des hypothèses pour expliquer l’initiation d’un épisode de botulisme aviaire est le portage 

asymptomatique de C. botulinum par les oiseaux et le développement de la bactérie suite à la mort de 

l’animal (Dohms, 2008). Cependant, peu d’études ont exploré cette hypothèse. Une première étude 

publiée en 1974 où des investigations ont été menées sur 100 litières provenant d’élevage n’ayant pas 

connu d’épisode de botulisme n’a pas permis la détection de C. botulinum (Roberts, 1974). En 

Norvège, le même résultat a été obtenu lors de l’investigation de 100 lots de poulets de chair 

provenant d’élevages ayant connu ou non un épisode de botulisme (Hardy & Kaldhusdal, 2013). 

D’autres études ont au contraire permis de détecter la bactérie sur des animaux sains. Une étude 

de l’Anses dont le but était d’évaluer la prévalence de C. botulinum dans des élevages de poulets de 

chair a permis la détection de la bactérie dans 1 seul élevage, uniquement sur des prélèvements 

d’environnement, les prélèvements d’organes étant négatifs (Le Marechal et al., 2012). Une autre 

étude de l’Anses menée par le LNR sur 5 élevages sans historiques de botulisme avait permis la 

détection de C. botulinum sur les prélèvements d’organes d’une dinde et sur le prélèvement de fumier 

de l’élevage associé (Données LNR non publiées). Enfin, une étude menée en Suède a permis de 

détecter C. botulinum de type C/D dans 11% des élevages sains (Blomqvist et al., 2009).    

Ces résultats discordants dans la littérature pourraient s’expliquer par la faible présence de la 

bactérie, qui serait alors en dessous des seuils de détection des méthodes (Le Bouquin et al., 2017; 

Popoff, 1989) 

Au LNR, des enquêtes épidémiologiques menées lors d’épisodes de botulisme bovin ont permis 

de mettre en évidence du portage sain de C. botulinum de type D/C dans les ateliers de volaille de 

l’élevage ou situés à proximité de celui-ci. Cependant, l’absence d’outils de typage rend actuellement 

impossible la validation des hypothèses de contamination croisée liée à un portage sain de volaille 

(Souillard et al., 2017). 

Dans la faune sauvage, une étude a été effectuée en Autriche sur des fèces collectés dans des 

zones où des foyers de botulisme ont été recensés et dans des zones sans historique de botulisme. Il a 

été mis en évidence la présence de C. botulinum dans 83% des prélèvements provenant des zones 

avec un historique et 80% pour les autres zones (Zechmeister et al., 2005). A contrario, une étude 

récente sur la prévalence de C. botulinum chez la sarcelle et le canard colvert a été menée sur 4 sites 

en France en 2021. Sur ses 4 sites, 2 ont un historique de botulisme. Au total, 200 oiseaux ont été 

étudiés (171 oiseaux prélevés avec écouvillon cloacaux et 29 oiseaux chassés avec détection dans 

différents organes). Concernant les 171 oiseaux écouvillonnés, C. botulinum a été détecté sur 
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seulement 1 oiseau provenant d’un site avec historique de botulisme et sur aucun prélèvement 

provenant des sites sans historique. Pour les 29 oiseaux chassés dans un site avec historique, C. 

botulinum a été retrouvé en particulier dans le caecum. Cette étude n’a pas permis de réfuter 

l’hypothèse de l’absence de portage sain de C. botulinum chez les oiseaux sauvages en dehors des 

épisodes de botulisme. Les résultats sont cependant très différents de ceux observés dans l’étude 

autrichienne et suggère l’absence d’un portage sain chez des oiseaux présents sur des sites sans 

historique de botulisme (Meloni et al., 2021). 

2. Botulisme chez les bovins 

2.1.  Types toxiniques associés et sensibilité 

Les épisodes de botulisme dans les élevages bovins sont généralement associés aux toxines de 

type C, D et leurs mosaïques C/D et D/C produites par les souches de C. botulinum du groupe III 

(Heider et al., 2001; Le Marechal et al., 2019; Nakamura et al., 2010). Plus rarement, des épisodes de 

type A et B ont aussi été rapportés (Prévot et al., 1950; Kelch et al., 2000; Schocken-Iturrino et al., 

1990).  

2.2.  Données de surveillance du botulisme chez le bovin 

D’après la compilation des données des foyers de botulisme animal en France publiée dans le 

rapport de l’Anses en 2021, 20,3 % des foyers botuliques recensés chez les animaux sur la période 

2009-2019 concernent des bovins avec une dizaine de foyers recensés chaque année (Données 

LNR/CNR). Actuellement, les épisodes de botulisme bovin détectés par le LNR sont uniquement 

associés au type toxinique D/C (88 % des épisodes entre janvier 2017 et janvier 2020) suivi du type 

C (12 %). Comme le botulisme aviaire, avant 2010, les souches de type D/C étaient sous-évaluées 

car le diagnostic du botulisme animal se faisait avec la méthode de séroneutralisation sur sérum. 

2.3.  Pathogénèse 

La pathogénèse du botulisme chez le bovin est peu connue. L’ingestion de la toxine botulique 

préformée est considérée comme la voie de contamination principale, cependant d’autres voies de 

contamination existent comme l’ingestion de spores de C. botulinum ou la contamination via une 

plaie profonde. En élevage, les bovins vont se contaminer lorsqu’ils vont s’abreuver ou se nourrir 

avec de l’eau ou des aliments préalablement contaminés (Doutre, 1969; Hogg et al., 2008; Le 

Marechal et al., 2019). La part et le rôle réels de chaque voie de contamination (ingestion de toxines, 

ingestion de toxines préformées, de formes végétatives et spores ou ingestion de la bactérie seule) 

reste à explorer.   
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2.4.  Sources de contamination 

Les deux principales sources de contamination dans le cas d’épisodes de botulisme bovin 

rapportées dans la littérature sont : 

Tout d’abord, la contamination via du fumier de volailles symptomatiques ou porteuses saines 

de C. botulinum. La contamination peut avoir lieu lors de l’épandage du fumier de volailles ou par 

exemple lors de la manipulation de l’aliment avec du matériel contaminé qui a aussi servi à la 

manipulation du fumier, notamment dans les exploitations qui élèvent à la fois des volailles et des 

bovins (Relun et al., 2017; Souillard et al., 2017).  La présence de cadavres dans l’aliment, l’eau 

d’abreuvement, pâtures, fourrages, ensilage ou enrubannage où C. botulinum va pouvoir croitre et 

produire de la toxine botulique est la deuxième source la plus rapportée (Galey et al., 2000; Le 

Marechal et al., 2019; Myllykoski et al., 2009; Wilson et al., 1995).  

D’autres sources de contamination moins fréquentes existent. Des épisodes de bovins datant 

des années 80 et 90 font état de litières de volailles contaminées identifiées comme sources de 

contamination en tant qu’aliment aux bovins (Appleyard & Mollison, 1985; Hogg et al., 1990; Jean 

et al., 1995; Neill et al., 1989; Smart et al., 1987). Cette source est cependant devenue beaucoup plus 

rare aujourd’hui. 

2.5.  Signes cliniques 

L’apparition des signes cliniques peut survenir de quelques heures après l’ingestion de la toxine 

et/ou de la bactérie, à quelques semaines après l’exposition. Plusieurs formes vont exister selon la 

sensibilité de l’animal et la dose de toxine présente dans l’organisme (Le Marechal et al., 2016) : 

- La forme suraigüe est la forme la plus sévère de la maladie puisque l’animal va 

rapidement présenter une paralysie flasque et un décubitus latéral. La mort survient 

seulement quelques heures après l’apparition des premiers signes cliniques. 

 

- La forme aigüe va durer plusieurs jours et va débuter par des problèmes digestives 

(constipation, colique), des déplacements difficiles, baisse de la tonicité, une production 

de lait moindre pour les vaches laitières, difficultés pour se nourrir. La progression de 

la maladie vers la tête va s’accompagner de nouveaux signes cliniques comme des plus 

grandes difficultés à se nourrir (problème au niveau de la mastication et de la 

déglutition), paralysie de la langue qui va pendre, forte salivation, mydriase. Enfin, la 

paralysie va se généraliser au niveau abdominal et des pattes avec des difficultés 
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respiratoires et un décubitus sterno-abdominal. Le bovin meurt soit par asphyxie liée 

aux problèmes respiratoires ou suite à une mauvaise déglutition. 

 

- La forme subaigüe est plus lente et les symptômes sont similaires à la forme aigüe. Le 

bovin peut soit guérir en quelques semaines, soit mourir quelques jours après 

l’apparition des signes cliniques selon l’évolution de ceux-ci. 

La survenue d’un épisode de botulisme dans un élevage de bovin se traduit par un taux de 

mortalité généralement très élevé avec une distribution biphasique. En effet, une partie des bovins de 

l’élevage présente une forme suraigüe ou aigüe de la maladie avec des pertes élevées dans l’élevage 

dans les jours qui suivent l’apparition des premiers symptômes. Après 2 ou 3 semaines, une 

réapparition des signes cliniques est observée sur les bovins qui ont survécu à la première vague (Le 

Marechal et al., 2019). 

2.6.  Portage sain 

Les bovins peuvent, comme les espèces aviaires, être porteurs asymptomatiques de C. 

botulinum. Ici, peu d’études ont été menées pour déterminer la prévalence de portage sain de C. 

botulinum par les bovins. Elles font état de la présence de C. botulinum de type A, B, D, E et F dans 

le rumen, l’intestin et les fèces de bovins ne présentant pas de signes cliniques (Dahlenborg et al., 

2003; Fohler et al., 2016; Seyboldt et al., 2015). Une autre étude a été menée avec comme objectif 

l’évaluation de l’occurrence de C. botulinum C, D, C/D, D/C et E chez des vaches saines élevées dans 

des exploitations proches de zones avec des historiques de botulisme chez des volailles. Les résultats 

ont montré que C. botulinum type C/D a été retrouvé dans des fèces de vaches saines d’une 

exploitation élevant volailles et bovins peu de temps après la survenue d’un épisode de botulisme 

dans l’atelier avicole. Les bovins ont probablement été contaminés indirectement au cours de 

l’épisode et sont devenus porteurs intermittents de la bactérie (Souillard et al., 2015). 

Dans un élevage qui a été affecté par un épisode de botulisme, une étude de l’Anses a rapporté 

la présence de C. botulinum de type C un mois après l’épisode sur des prélèvements de bovins qui se 

remettaient de la maladie (Le Marechal et al., 2019). 

2.7.  Mesures préventives et traitement. 

Comme pour les volailles, des mesures préventives peuvent être mises en place dans les 

élevages de bovins afin de prévenir les contaminations. Une stricte application de la biosécurité est 

indispensable à la prévention d’un épisode. Les conditions de stockage des aliments ou l’entretien 

des canalisations d’eau ou traitement de l’eau de boisson doivent garantir l’absence de contamination 
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par la faune sauvage. Une bonne gestion des cadavres des animaux est nécessaire pour éviter la 

croissance de C. botulinum et la production de toxine. Le nettoyage et la désinfection des bâtiments 

d’élevage et du matériel utilisé pour la manipulation de l’aliment et de l’eau doivent être faits 

méticuleusement et fréquemment. Pour les exploitations mixtes avec des ateliers de volailles et de 

bovins, des mesures de biosécurité supplémentaires sont nécessaires pour prévenir des 

contaminations croisées, avec une vigilance particulière concernant le matériel. 

Comme pour les espèces aviaires, des vaccins existent mais aucun ne dispose d’une AMM en 

France. Seul l’ULTRAVAC dispose d’une ATU permettant aux vétérinaires sanitaires de procéder à 

la vaccination d’urgence en cas de forte suspicion de botulisme dans un élevage bovin. 

3. Réglementation concernant le botulisme animal 

Le botulisme animal a été règlementé en France à partir de 2006 en tant que maladie à 

déclaration obligatoire (MDO) pour les animaux sauvages et les bovins et maladie réputée 

contagieuse (MRC) pour les volailles (décrets n° 2006-179 et n° 2006-178 du 17 février 2006). En 

2013, un nouveau texte est rentré en application et le botulisme animal a été classé comme danger 

sanitaire de catégorie 1 pour toutes les espèces sensibles (Arrêté du 29 juillet 2013 relatif à la 

définition des dangers sanitaires de première et deuxième catégorie pour les espèces animales). 

Une nouvelle règlementation est entrée en application en 2021. Le botulisme animal ne fait pas 

partie de la liste des maladies relevant de l’Animal Health Law (AHL-règlement UE 2016/429 du 

parlement et du conseil) qui est entrée en application en avril 2021 et définit les mesures de 

surveillance, prévention et lutte. Cependant, chaque état peut définir une liste des maladies d’intérêt 

national pour lesquelles des mesures pourraient être mises en place. Le devenir règlementaire du 

botulisme animal en France n’est pas encore finalisé.    
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Chaque année, environ 60 foyers de botulisme animal sont confirmés en France, principalement 

chez les espèces aviaires (filière avicole et avifaune sauvage) et chez les bovins. Des variations sont 

observées certaines années sans que les facteurs à l’origine de ces variations n’aient été identifiés 

pour le moment. Une saisonnalité du botulisme aviaire a été observée, notamment chez l’avifaune 

sauvage, avec une augmentation significative du nombre de foyers botuliques au cours du troisième 

trimestre. 

Les souches de C. botulinum responsables du botulisme animal en France ces 10 dernières 

années sont pour la quasi-totalité des souches du groupe III, espèce bactérienne faisant partie du 

groupe C. novyi sensu lato. Les types toxiniques les plus retrouvés sont les formes mosaïques, avec 

une majorité de foyers de botulisme aviaire associée au type C/D et une majorité de foyers de 

botulisme bovin associée au type D/C.  

A ce jour, la pathogénèse du botulisme animal est encore méconnue, notamment chez les 

bovins. Les sources de contamination à l’origine des épisodes peuvent être suspectées lors des 

enquêtes épidémiologiques ou via la détection de C. botulinum dans les échantillons. Pour mieux 

comprendre l’épidémiologie du botulisme animal en particulier et l’identification des sources de 

contamination, il est nécessaire de pouvoir caractériser les souches impliquées dans les épisodes afin 

de tracer la contamination.  

La prochaine partie de l’introduction sera consacrée à la présentation du groupe d’espèces 

Clostridium novyi sensu lato dont fait partie C. botulinum du groupe III et des différents outils de 

typage qui ont déjà été développés avant le démarrage de mes travaux de thèse. 
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III.  Clostridium novyi sensu lato 

Dans les années 80, une proximité génétique entre C. novyi, C. haemolyticum et C. botulinum 

de type C a été mise en évidence via des comparaisons des homologies ADN-ADN (Nakamura et al., 

1983). Une étude basée sur le séquençage du 16S rDNA a ensuite montré que les souches de C. 

botulinum du groupe III sont plus étroitement liées phylogénétiquement à C. novyi et C. haemolyticum 

qu'aux souches de C. botulinum des groupes I et II (Sasaki et al., 2001).  

Ces résultats ont été confirmés par le séquençage complet de génomes de C. botulinum du 

groupe III, C. novyi et C. haemolyticum (Skarin et al., 2011). Ces 3 espèces étant génétiquement liées, 

il a été proposé de les regrouper sous le terme collectif de C. novyi sensu lato (Skarin et al., 2011). 

Sur la base de l’analyse comparative des génomes de souches de ces 3 espèces (Figure 12), différentes 

lignées ont été définies (Ia, Ib, II, III, IV) (Skarin & Segerman, 2014). La diversité génétique de ces 

souches semble liée à leurs EGM. En effet, les plasmides et les gènes codant pour les toxines peuvent 

être détectés dans les différentes lignées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Heat-map présentant la similitude moyenne des génomes complets de C. novyi sensu lato 
et leur regroupement par lignée en utilisant le logiciel Gegenees. 

Source : Skarin et al,. 2014 
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Ces trois espèces bactériennes, malgré leur proximité génétique, causent trois maladies 

différentes : 

- Le botulisme animal pour C. botulinum du groupe III (cf. chapitre sur le botulisme animal). 

- La gangrène gazeuse chez l’homme et l’animal et l’hépatite infectieuse nécrosante chez le 

mouton pour C. novyi (Nakamura et al., 1983). 

- L’hémoglobinurie bacillaire chez les ruminants pour C. haemolyticum (Nakamura et al., 

1983). 

Compte tenu de ce contexte, l’ensemble du projet de thèse portera sur l’étude du groupe 

d’espèces C. novyi sensu lato.  Dans ce chapitre, les différentes caractéristiques propres à ce groupe 

d’espèces seront détaillées, en commençant par l’aspect physiologique puis l’aspect génomique. 

Enfin les différents outils utilisés pour typer les souches de C. novyi sensu lato seront présentés dans 

une dernière partie. 

1. Physiologie des souches de C. novyi sensu lato. 

1.1.  Caractéristiques microbiologiques 

C. novyi sensu lato se présente sous la forme d’un bacille à coloration de Gram positif d’une 

taille allant de 1,6 à 22 µm de long et de 0,5 à 2 µm de large (Cato et al., 1986). Ces bactéries ont la 

capacité de sporuler ce qui va leur conférer une forte résistance dans l’environnement. Les spores 

formées ont une morphologie ovalaire et vont se former dans la partie terminale ou subterminale de 

la bactérie en la déformant. La présence de flagelle tout autour de la membrane plasmique lui confère 

une motilité avec une ciliature péritriche. 

1.2.  Caractéristiques macroscopiques 

Sur milieu gélosé, les colonies de C. novyi sensu lato peuvent se présenter sous plusieurs 

formes. Elles sont généralement de tailles moyennes (entre 3 et 5 mm) et peuvent être rondes ou 

irrégulières. Les souches de C. novyi sensu lato produisent la lipase, ce qui va donner un aspect 

iridescent à la surface des colonies à la lumière (Figure 13). Elles produisent généralement la 

lécithinase, qui va induire l’apparition d’une zone opaque autour de la colonie sur des géloses à base 

d’œuf (Milieu Egg Yeast Agar (EYA) par exemple). L’activité lécithinase est variable selon les 

souches et il a été rapporté que certaines souches ne présentaient pas d’activité lécithinase (Oguma et 

al., 1986). Enfin, elles possèdent un pouvoir hémolytique, visible sur les géloses à base de sang, et 

sont capables d’hydrolyser la gélatine (Oguma et al., 1986).  
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1.3.  Métabolisme, sporulation et toxinogénèse 

Le type respiratoire des souches de C. novyi sensu lato est anaérobie stricte. Les souches ont un 

métabolisme chimioorganotrophe fermentaire, elles vont puiser de l’énergie en oxydant des composés 

organiques comme des glucides et des acides aminés. Elles ont toutes la capacité de fermenter le 

glucose et le ribose. Selon les souches, elles peuvent aussi fermenter d’autres sucres (Fructose, 

galactose, mélibiose, maltose, mannose), produire de l’hydrogène sulfuré H2S et de l’indole (Oguma 

et al., 1986). Les produits résultant de la fermentation de ces composés sont principalement des acides 

gras et des composés organiques volatiles donnant une odeur caractéristique lors de la culture de ces 

bactéries.  

La température optimale de croissance de ce groupe d’espèces se situe entre 37 et 40°C et elles 

peuvent croitre à des températures allant de 15°C à 45°C. La croissance est inhibée lorsque 

l’environnement est à un pH inférieur à 5.1 ou lorsque le taux en NaCl est supérieur à 5% (Popoff, 

2018). Elles sont très sensibles à la présence d’oxygène. 

L’efficacité de la toxinogénèse est plus importante lorsque la bactérie se trouve dans des 

conditions optimales à sa croissance (températures, pH, concentration en NaCl, présence de 

nutriments). La synthèse des neurotoxines botuliques va principalement se produire lors de la fin de 

la phase exponentielle et le début de la phase stationnaire (Connan et al., 2013). Le gène bont se 

trouvant sur un bactériophage pour les C. botulinum du groupe III, une souche de C.  novyi sensu lato 

peut perdre ou gagner la faculté de synthétiser la toxine botulique, la perte ou le gain du phage pouvant 

Figure 13 : Géloses EYA ensemencées avec des souches de C. botulinum du groupe III. 
L'utilisation d'une lumière sur la gélose de droite permet de faire ressortir l'aspect iridescent 

à la surface des colonies. 

Source : Images prises lors de la thèse 
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se produire dans l’environnement naturel ou en conditions de laboratoire  (Eklund et al., 1974; Eklund 

et al., 1972; Eklund et al., 1971). 

Lorsque les conditions ne sont plus propices à la survie ou à la croissance de C. novyi sensu 

lato (manque de nutriments, quorum sensing par exemple), les cellules végétatives vont initier un 

processus de sporulation (Gauvry et al., 2017). La spore est une forme permettant de résister à des 

environnements défavorables à la croissance de C. novyi sensu lato mais c’est aussi une forme 

permettant sa dissémination.  

La germination des spores est quant à elle induite lorsque les conditions redeviennent favorables 

à la croissance de C. novyi sensu lato. Pour les souches de C. botulinum du groupe III, les cadavres 

d’animaux sont des environnements propices à la sporulation, la germination mais aussi la production 

de toxine. En effet, ce type d’environnement se trouve en anaérobie, à un faible potentiel rédox, un 

pH proche de 7 et possède une grande quantité de nutriments (Espelund & Klaveness, 2014; Rocke, 

2006).   

1.4.  Isolement des souches 

L’ensemble des caractéristiques physiologiques de C. novyi sensu lato présentées 

précédemment fait que l’isolement des souches est très difficile à effectuer, d’une part à cause des 

conditions anaérobies nécessaires à la culture de ces souches, d’autre part du fait de l’absence de trait 

caractéristique permettant de faire de la culture sélective (Franciosa et al., 1996; Skarin et al., 2010). 

Ces bactéries croissent difficilement en cultures mixtes, que ce soit sur milieu liquide ou gélosé, car 

elles sont peu compétitrices vis-à-vis des autres espèces présentes dans leur environnement (Skarin 

et al., 2010). Un autre facteur limitant est la perte d’EGM (dont le phage présentant le gène bont pour 

les souches toxiques) lors des cultures successives en laboratoire (Franciosa et al., 1996). 

A ce jour, aucun milieu sélectif n’a été développé pour ce groupe d’espèces. L’isolement des 

souches se fait essentiellement en répétant successivement des cultures sur gélose à partir d’un 

prélèvement brut enrichi avec un milieu de culture liquide TPGY (Tryptose Peptone Glucose Yeast) 

ou FCMM (Forced Cooked Meat Medium). Les milieux gélosés utilisés sont principalement les 

milieux EYA (Egg Yeast Agar), Mc Clung Toabe Agar ou Blood Agar Base No.2 (BAB2) (Bano et 

al., 2015; Skarin et al., 2010). Le but de ces repiquages successifs est d’obtenir une souche pure en 

sélectionnant des colonies isolées présentant les caractéristiques morphologiques propres aux souches 

de C. novyi sensu lato tout en éliminant la flore annexe (Skarin et al., 2010). 
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Une méthode d’isolement par immunocapture a été développée. Elle consiste à utiliser des billes 

magnétiques portant des anticorps ciblant spécifiquement des spores de C. botulinum du groupe III, 

permettant ainsi d’aller récupérer les bactéries d’intérêt dans le bouillon d’enrichissement avant de 

procéder à l’isolement sur milieu gélosé. Avec cette méthode, 15 souches de C. novyi sensu lato (dont 

7 C. botulinum C/D) ont pu être isolées à partir de 46 échantillons (Anza et al. 2014). Plus récemment, 

4 souches de C. botulinum de type D et 1 souche de type C/D furent isolées en utilisant un protocole 

similaire avec un taux de succès relativement faible (25 % pour le type C/D, 0 % pour le type C, 45 

% pour le type D (Park et al., 2022). 

Au sein du groupe C. novyi sensu lato, il existe des différences biochimiques entre les 

souches (concernant les sucres, activités lipase et lécithinase par exemple). Les souches sont 

anaérobies strictes, peu compétitrices par rapport à d’autres espèces bactériennes. Il n’y a pas de 

milieu sélectif pour isoler les souches de ce groupe. Les méthodes d’isolement utilisées 

actuellement sont fastidieuses et présente un taux de succès faible.  

2. Caractéristiques des génomes de C. novyi sensu lato 

L’avènement des nouveaux outils de biologie moléculaire a permis de mettre en évidence que 

les souches de C. botulinum du groupe III étaient plus proches génétiquement des souches des espèces 

C. novyi et C. haemolyticum que des souches de C. botulinum du groupe I et II (Sasaki et al., 2001; 

Skarin et al., 2011; Skarin & Segerman, 2014). Comme évoqué précédemment, le terme Clostridium 

novyi sensu lato a été proposé en 2011 pour regrouper les espèces C. novyi, C. botulinum du groupe 

III et C. haemolyticum (Skarin et al., 2011). A la date du 31/12/2021, 118 génomes de C. novyi sensu 

lato étaient disponibles dans les bases de données publiques.  

2.1.  Chromosome 

Le génome des souches de C. novyi sensu lato est composé d’un ADN chromosomique 

circulaire d’une taille se situant entre 2,2 et 2,8 millions de paires de base (en se référant aux 5 

génomes complets disponibles dans la littérature) (Skarin et al., 2011; Woudstra et al., 2021). Comme 

pour l’ensemble des génomes du genre Clostridium, le contenu en GC de l’ADN chromosomique est 

bas (~27-28 %). Le chromosome a une taille plus petite que ceux des souches de C. botulinum du 

groupe I et II, C. argentinense du groupe IV et C. butyricum du groupe V (comprises entre 3,6 et 4,5 

Mbp selon le groupe). Cette caractéristique indique que les souches de C. novyi sensu lato ont une 

tolérance plus faible vis-à-vis des éléments génétiques redondants ou excessifs (Skarin et al., 2011).  
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Les séquences d’ADN codantes représentent 86% du chromosome. Les gènes sont 

majoritairement groupés sur le brin d’ADN répliqué dans le sens 3’-5’ (leading strand) qui est enrichi 

en guanine. Peu de gènes sont acceptés dans le brin retardé (lagging strand), indiquant qu’une 

efficacité de transcription élevée est cruciale pour les souches de C. novyi sensu lato (Skarin et al., 

2011). 

2.2.  Plasmidome 

En plus de l’ADN chromosomique, des éléments génétiques mobiles (EGM) comprenant des 

phages et des plasmides viennent s’ajouter au contenu génomique. Ces éléments 

extrachromosomiques vont former ce qui est appelé le plasmidome (Skarin et al., 2011). Comme pour 

le chromosome, les EGM retrouvés chez C. novyi sensu lato présentent un GC % bas (~26-28%). Le 

plasmidome va avoir un rôle sur la pathogénicité d’une souche puisque les gènes de virulence vont 

se retrouver sur les EGM. Par exemple, le gène bont codant la neurotoxine botulique C, D, C/D ou 

D/C est retrouvé sur un bactériophage d’environ 200 000 paires de base. Ce bactériophage, qui a des 

caractéristiques proches du chromosome (bas GC %, gènes majoritairement présents sur le brin sens), 

semble évolué selon des mécanismes similaires (Skarin et al., 2011). 

Le plasmidome va aussi jouer un rôle majeur dans la diversité des génomes chez C. novyi sensu 

lato. Un grand nombre de plasmides et de phages présents chez C. novyi sensu lato ont été caractérisés 

et il a été rapporté que, selon les souches, la composition du mobilome peut-être différente (Woudstra 

et al., 2018; Woudstra et al., 2016). L’analyse de 24 génomes de C. novyi sensu lato a permis 

d’identifier 61 EGM différents répartis en 13 catégories différentes (nommés de PG1 à PG13). PG1 

regroupe les phages portant le gène bont et un EGM présent dans la souche C. haemolyticum 

NTCTC9693 qui en est dépourvu. Le gène codant la toxine C3 est aussi présent dans cette catégorie 

d’EGM (Skarin & Segerman, 2014). En 2021, de nouveaux EGM ont été caractérisés, ajoutant 10 

nouvelles catégories aux 13 déjà établies dans l’étude précédente (nommées de PG14 à PG23). La 

plupart des EGM nouvellement caractérisés sont des prophages (Fillo et al., 2021). 

2.3.  Transferts horizontaux de gènes 

La diversité du plasmidome retrouvée chez C. novyi sensu lato démontre l’existence de 

transferts d’EGM dans ce groupe d’espèces. Ce phénomène, essentiel pour que la bactérie s’adapte à 

l’évolution de son environnement, est fréquent entre des espèces génétiquement proches et 

occasionnel entre des espèces éloignées (Skarin & Segerman, 2011).  
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Le fait qu’une souche puisse perdre sa capacité à produire la neurotoxine botulique démontre 

que des EGM peuvent être perdus ou acquis. Des études ont déjà démontré que l’EGM contenant le 

gène codant pour la neurotoxine botulique pouvait être transféré dans une souche non toxique de C. 

novyi et que le phénomène inverse pouvait aussi se produire (Eklund et al., 1974; Eklund et al., 1972; 

Eklund et al., 1971). De plus, une souche de C. botulinum produisant la neurotoxine de type C peut 

perdre le bactériophage puis, lors d’un transfert d’EGM, récupérer un nouveau bactériophage 

contenant le gène codant pour la neurotoxine de type D, changeant ainsi le type de toxine produite 

(Eklund & Poysky, 1974). 

Ces phénomènes de transferts horizontaux de gènes peuvent être accélérés par la présence de 

séquences d’insertion (IS) (Skarin & Segerman, 2011). Une caractéristique des génomes de C. novyi 

sensu lato est la présence d’un grand nombre de ces séquences d’insertion sur le chromosome et sur 

les EGM. Les génomes ont donc probablement été soumis à une forte activité des transposons, que 

ce soit au niveau du chromosome ou des EGM. Des groupes d’EGM (PG8-9-10-11) partagent du 

matériel génétique qui serait la conséquence de l’échange d’un module contenant des gènes de 

structures phagiques via des phages non apparentés à ces EGM. Ce module phagique est présent dans 

les 4 groupes mais pas sur l’ensemble des EGM. Le gène codant pour la toxine alpha a été trouvé 

dans plusieurs génomes de souches de C. novyi sur des EGM des groupes PG9 et 10. Le gène retrouvé 

sur l’EGM du groupe PG9 est proche de deux élément mobiles : une transposase et une recombinase, 

ce qui est une preuve que ces échanges de matériel génétique sont favorisés par des séquences 

d’insertion et des enzymes recombinases (Skarin & Segerman, 2014). Les nouvelles catégories 

caractérisées en 2021 montrent des signes d’échanges de matériel génétique avec des catégories de la 

première étude. En effet, les catégories PG14 et PG20 montrent des similarités avec les catégories 

PG10 et PG7 (Fillo et al., 2021). Il est probable que les EGM aient fortement contribué à l’évolution 

constante du génome des souches de C. novyi sensu lato, ce qui pourrait expliquer les grandes 

différences génétiques retrouvées dans ce groupe d’espèces (Skarin et al., 2011).  

2.4.  Répartition des souches en 4 lignées 

La comparaison des génomes de C. novyi sensu lato a permis de définir 4 lignées différentes 

annotées de I à IV, avec deux sous-lignées pour la lignée I (Ia et Ib) (Skarin & Segerman, 2014). Les 

génomes séquencés depuis cette classification initiale confirment la pertinence de cette proposition 

et son adéquation à C. novyi sensu lato (Fillo et al., 2021; Woudstra et al., 2016). La lignée I ne 

contient que des souches productrices de toxine botulique, les souches de la sous-lignée Ia produisant 

principalement la BoNT C/D et les souches de la sous-lignée Ib produisant principalement la BoNT 
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D/C, même si quelques souches produisant d’autres types toxiniques peuvent être retrouvées dans ces 

deux sous-lignées. Les souches de la lignée II vont regrouper les trois espèces de C. novyi sensu lato. 

Les souches de C. botulinum du groupe III retrouvées dans cette lignée produisent principalement la 

BoNT C. Enfin, très peu de génomes sont disponibles pour les deux dernières lignées. La lignée III 

présente deux souches de C. botulinum de type C/D et une souche de C. novyi mais le faible nombre 

de souches présentes ne permet pas de définir une tendance sur le contenu de cette lignée. Enfin, pour 

les 6 souches de la lignée IV, ce sont majoritairement des souches de C. novyi type A qui sont 

retrouvées (Skarin & Segerman, 2014). 

2.5.  Système CRISPR-Cas 

Comme évoqué précédemment, une forte diversité est retrouvée au niveau du plasmidome de 

C. novyi sensu lato. Dans une étude précédente, il a été démontré que les souches de C. botulinum de 

type C/D possèdent plus d’EGM que les souches de type D/C. La comparaison de 17 génomes de 

souches de type C/D et D/C isolées en France a mis en évidence une différence au niveau des systèmes 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas. Trois systèmes CRISPR-

Cas fonctionnels ont ainsi été détectés dans les souches de type D/C tandis que pour les souches de 

type C/D, un seul système a été détecté. De plus, le système retrouvé ne présente pas tous les gènes 

cas et ne semble pas fonctionnel (Woudstra et al., 2016). Ces résultats pourraient expliquer le plus 

faible nombre d’EGM détecté dans les souches D/C pourvues de ces systèmes fonctionnels. 

Le système CRISPR-Cas est un système de défense présent chez les bactéries et les archées 

pour faire face à l’invasion d’EGM. Ce système se compose de deux parties distinctes : les gènes cas 

et le locus CRISPR (Figure 14a). Selon la classe et le type de système, la composition en gènes cas 

va être différente (Figure 14b). Le locus CRISPR va quant à lui être composé d’une succession de 

séquences, appelées spacers, correspondant à une partie du génome des EGM invasifs, séparés entre 

eux par la même séquence répétée (Figures 14a et 15). A ce jour, les systèmes CRISPR-Cas se 

divisent en 2 classes, en 6 types et plus de 25 sous-types (Makarova et al., 2020).  
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Lors de l’arrivée d’un EGM dans le cytoplasme, le module d’adaptation va venir capturer une 

petite séquence de l’élément invasif puis l’intégrer au locus CRISPR entre deux séquences répétées. 

Le locus CRISPR va ensuite être transcrit et maturer en plusieurs petits ARNcr complémentaires de 

la séquence de chaque spacer présent dans le locus CRISPR. Ces ARNcr vont servir de guide lorsque 

l’EGM se présente de nouveau dans la cellule bactérienne afin que celui-ci soit dégradé par une 

protéine Cas (Figure 15) (Semenova & Severinov, 2017). L’absence de certains gènes cas dans le 

système le rend non fonctionnel. Par exemple, en absence des gènes cas1 et cas2 composant le module 

d’adaptation, le système ne va pas pouvoir acquérir de nouveaux spacers. Il peut cependant compenser 

ce manque si un autre système fonctionnel possédant cas1 et cas2 est présent dans le génome. 

  

Figure 14 : Liste des différentes classes et types de systèmes CRISPR-Cas et rôles des différents 
gènes cas. 

 Source : Makarova et al., 2020 
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Une première étude portant sur l’analyse des systèmes CRISPR-Cas de l’ensemble des souches 

de plusieurs groupes de C. botulinum a été publiée en 2017 (Negahdaripour et al., 2017). Les résultats 

de cette étude montrent que des systèmes CRISPR-Cas sont retrouvés dans 80% des 20 génomes 

étudiés. La présence fréquente de systèmes CRISPR-Cas sur des plasmides a aussi été rapportée. Pour 

C. botulinum du groupe III, des EGM provenant de 8 souches ont été étudiés ainsi que le chromosome 

d’une souche (BKT015925, seul génome complet disponible à l’époque de l’étude). Les systèmes 

CRISPR-Cas ont été retrouvés sur le prophage p1 contenant le gène codant la neurotoxine botulique 

ou le plasmide p2 de 6 des 8 souches testées (Negahdaripour et al., 2017). Une étude plus récente sur 

l’analyse des systèmes CRISPR-Cas de 241 souches de C. botulinum du groupe 1 et C. sporogenes a 

observé une présence de système dans 83% des souches avec une localisation sur le chromosome et 

sur les EGM. Les types I-B et III (A, B et D) sont les plus retrouvés. Les systèmes de type I-B 

retrouvés sur les plasmides ne possèdent pas tous les gènes cas et semblent non fonctionnels, comme 

pour les systèmes retrouvés sur les génomes de C. botulinum de type C/D (Wentz et al., 2022; 

Woudstra et al., 2016). 

Figure 15 : Fonctionnement d'un système CRISPR-Cas. 

 Source : Semenova and Severinov,. 2017. 
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Les génomes de C. novyi sensu lato présentent un pourcentage en GC faible. Ils se répartissent 

en 4 lignées et présentent une très grande diversité au niveau des éléments génétiques mobiles 

(plasmides et phages). La diversité des EGM et la présence de nombreux éléments d’insertion dans 

les génomes suggèrent l’existence de transferts horizontaux fréquents. Des systèmes CRISPR-Cas 

ont par ailleurs été identifiés dans les génomes de C. botulinum, à la fois au niveau du chromosome 

mais également au niveau de certains EGM avec des différences entre les génomes des souches. Les 

premiers résultats de la littérature semblent montrer que les souches ayant plus d’EGM présentent des 

systèmes CRISPR-Cas incomplets et potentiellement non fonctionnels. Ces systèmes seraient 

incapables d’acquérir de nouveaux spacers ce qui va avoir comme conséquence une invasion plus 

fréquente d’EGM étrangers. Cependant, le panel de souches testées n’étant pas exhaustif, ces 

hypothèses sont encore à confirmer. 

3. Présentation des outils et méthodes de typage existants 

La disponibilité croissante des génomes ces dernières années a permis l’identification de 

nouvelles cibles potentielles pertinentes pour typer les souches du groupe C. novyi sensu lato.  

La présence d’un plasmidome important chez ce groupe d’espèces font des EGM des cibles 

d’intérêt pour discriminer les souches. Ces bactéries possédant des flagelles tout autour de leur 

membrane, cibler les gènes codant pour cette structure peut s’avérer pertinent. Des outils de typages 

déjà existants pour de nombreux pathogènes seront aussi décrits dans ce paragraphe. 

Parmi les cibles potentielles encore non testées dans les études disponibles dans la littérature 

scientifique, l’utilisation des systèmes CRISPR-Cas comme cible pour typer les souches semble 

pertinente au vu de la forte proportion de génomes présentant ce type de système dans l’ensemble des 

groupes de C. botulinum (Negahdaripour et al., 2017; Wentz et al., 2022).  

Les méthodes développées pour le typage des souches de C. novyi sensu lato sont présentées 

dans le Tableau 5 et seront détaillées dans cette partie.
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Tableau 5 : Liste des méthodes de typage existantes pour la caractérisation de C. novyi sensu lato 

Méthode Nom complet  Cible(s) Principe Souche pure Paragraphe Références 

PFGE Pulsed-Field Gel Electrophoresis Génome 
complet 

Enzymes de restriction puis 
gel d’électrophorèse en champ 

pulsé 
Oui 3.1.1 Skarin 2010-2014-2015 

Nakamura 2010 

AFLP 
Amplified Fragment Length 

Polymorphism 
Régions non 

ciblées 
Enzymes de restriction puis 

PCR puis gel d’électrophorèse Oui 3.1.2 Myllykoski 2009 

RAPD 
Random Amplified Polymorphic 

DNA 
Régions non 

ciblées 
PCR puis gel d’électrophorèse Oui 3.2.1 / 

MLVA Multi Loci VNTR Analysis Régions VNTR 
PCR puis séparation 

électrophorèse capillaire et 
séquençage 

Non 3.2.2 Auricchio 2019 

MLST Multi Loci Sequence Typing Gènes ciblés PCR puis séquençage Oui 3.2.3 Scalfaro 2019 

FliC PCR de détection du gène fliC Gènes ciblés PCR Non 3.2.4 
Woudstra 2015 

Fillo 2021 

EGM PCR de détection des éléments 
génétiques mobiles 

Gènes ciblés PCR Non 3.2.5 Woudstra 2018 

WGS Whole genome sequencing 
Génome 
complet Séquençage  Oui 3.3.1 

Skarin 2011-2014 
Woudstra 2015-2017 
Woudstra 2016-2021 

Fillo 2021 

MALDI-
TOF 

Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionisation-Time Of Flight Protéines 

Obtention de spectres par 
spectrométrie de masse Oui 3.3.2 

 
Grosse-Herrenthey 2008 

Bano 2017 
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3.1.  Méthodes de caractérisation utilisant des enzymes de restrictions 

3.1.1.  Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

3.1.1.1. Principe de la méthode 

L’electrophorèse en champ pulsé (PFGE) est une méthode de typage utilisée pour l’étude de 

nombreux pathogènes. Le principe de la méthode est de couper l’ADN génomique à l’aide d’enzymes 

de restriction puis de faire migrer les fragments par électrophorèse afin d’obtenir un profil appelé 

pulsotype. En électrophorèse classique, les grandes molécules d’ADN (> 50 kbp) sont impossibles à 

séparer même en changeant au maximum la résolution du gel d’agarose. Grâce à l’électrophorèse en 

champs pulsés, l’orientation du courant électrique va être alternée au cours de la migration de l’ADN 

sur le gel, permettant aux grands fragments de pouvoir passer les mailles du gel. 

3.1.1.2. Historique 

La méthode a été présentée pour la première fois en 1984 par les chercheurs David C. Schwartz 

et Charles R. Cantor sur la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette nouvelle méthode a été développée 

dans le but de séparer des plus grandes molécules d’ADN avec une meilleure résolution que le gel 

d’électrophorèse classique (Schwartz & Cantor, 1984). 

3.1.1.3. Utilisation de la PFGE pour le typage de C. botulinum 

Pour C. botulinum, la PFGE a d’abord été développée pour les souches des groupes I et II 

(Hielm et al., 1998; Leclair et al., 2006; Lin & Johnson, 1995; Umeda et al., 2009) puis adaptée pour 

C. botulinum du groupe III (Skarin et al., 2010). Elle a été appliquée dans différentes études pour 

comparer des souches isolées au sein d’un même épisode ou isolées de différents pays. Dans une 

première étude, elle fut utilisée sur 13 souches de C. botulinum du groupe III et a permis de 

discriminer des souches de type D/C responsables de botulisme bovin au Japon (Nakamura et al., 

2010). Elle fut ensuite utilisée sur des souches de type C responsables de botulisme aviaire en Suède 

et Norvège où des similarités ont pu être observées entre les souches de type C des deux pays (Figure 

16) (Skarin et al., 2010). Enfin, elle fut utilisée sur des souches de type C/D responsables de botulisme 

aviaire en Espagne et en Suède. Dans cette étude, les souches provenant de Suède se sont regroupées 

avec les souches provenant d’Espagne (Figure 17), indiquant une forte proximité génomique des 

souches de type C/D en Europe. Des différences au niveau des EGM présents dans ces souches furent 

relevées, mais la méthode n’a pas permis de différencier les deux plasmides uniques retrouvés car il 

n’y avait aucun site de restriction sur ces EGM (Anza et al., 2014a). 
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Figure 16 : Gel d'électrophorèse en champ pulsé testé sur 4 souches de C. botulinum type C responsables 
de botulisme aviaire (4 premiers puits : fixation des bactéries au formaldéhyde, 4 derniers puits : sans 

formaldéhyde, M : Marqueur de taille, 1 : Souche 08-BKT015925, 2 : Souche 07-BKT002873, 3 : Souche 
07-C6N, 4 : Souche 07-V891). 

 Source : Skarin et al., 2010. 

Figure 17 : Dendrogramme des pulsotypes de 14 souches isolées de C. botulinum du groupe III. 

Source : Anza et al., 2014. 
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3.1.1.4. Limites 

La PFGE est une méthode laborieuse et comporte certaines limites. Tout d’abord, il faut 

disposer d’une souche pure pour pouvoir appliquer la méthode, ce qui est, comme évoqué 

précédemment, difficile pour C. novyi sensu lato (cf III.1.4). De plus, la production de DNases 

endogènes est un phénomène commun à certaines espèces bactériennes du genre Clostridium, qui va 

entrainer une dégradation de l’ADN au cours de l’extraction (Chaudhuri et al., 1996; Hielm et al., 

1998; Lin & Johnson, 1995). Les espèces bactériennes de C. novyi sensu lato étant des bacilles Gram 

positif capables de sporuler, la présence de spores composées de plusieurs tuniques très résistantes et 

de cellules végétatives avec une paroi en peptidoglycane plus épaisse rend la lyse bactérienne plus 

difficile, ce qui va avoir un impact sur la quantité d’ADN extrait (Le Marechal et al., 2018; Rohde et 

al., 2019). Le manque de site de restriction sur certains EGM peut aussi entrainer des biais dans 

l’interprétation des résultats (Anza et al., 2014a). 

3.1.2. Amplified Fragment-Length Polymorphism (AFLP) 

3.1.2.1. Principe de la méthode 

La méthode AFLP se base sur le polymorphisme de longueur de fragments amplifiés 

aléatoirement dans le génome. Le principe de cet outil de typage est de digérer l’ADN génomique 

bactérien par deux enzymes de restriction, puis de ligaturer les produits de la digestion avec des 

oligonucléotides. Une PCR est ensuite effectuée pour amplifier les produits de digestion, les amorces 

ciblant les oligonucléotides ajoutés aux extrémités des fragments. La dernière étape est d’effectuer 

une migration des fragments sur gel d’agarose afin d’obtenir un profil (Vos et al., 1995).  

3.1.2.2. Utilisation de la méthode pour C. novyi sensu lato 

Cette méthode a été développée et utilisée pour des souches de C. botulinum du groupe I et II 

(Types A, B, E et F) responsables de botulisme et sur des souches de C. novyi responsables d’autres 

maladies chez l’humain (Keto-Timonen et al., 2005; McLauchlin et al., 2002). La méthode AFLP a 

aussi été utilisée sur 174 souches de C. botulinum représentatives de chaque type toxinique dans une 

étude visant à examiner la diversité génétique présente chez ces bactéries. Les résultats montrent que 

cette méthode de typage permet de grouper les souches par groupe et par toxine produite (Figure 18) 

(Hill et al., 2007). Enfin, pour les souches de C. botulinum du groupe III impliquées dans des épisodes 

de botulisme animal, une étude a permis de caractériser des souches au cours d’une enquête 

épidémiologique sur un épisode de botulisme bovin en Finlande (Myllykoski et al., 2009).  
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3.1.2.3. Limites 

Comme pour la PFGE, une souche pure est requise pour pouvoir appliquer la méthode et la 

production de DNases endogènes par les souches de C. botulinum peut dégrader l’ADN et affecter 

les résultats, même si les fragments obtenus par digestion pour cette technique sont plus petits que 

ceux obtenus en PFGE (Vos et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 18 : Dendrogramme de 174 souches de C. botulinum basé sur les résultats 

obtenus avec la méthode AFLP.  

Source : Hill et al., 2007. 
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Les méthodes PFGE et AFLP permettent de discriminer les souches. Leur application dans le 

contexte du botulisme animal présente deux inconvénients majeurs : il est nécessaire de disposer de 

la souche pure isolée et la présence de DNase peut entrainer des difficultés méthodologiques pour 

certaines souches.  

D’une manière générale, les outils de typage basés sur des enzymes de restriction que sont la 

PFGE et l’AFLP se sont révélés être des outils discriminants et reproductibles mais la disponibilité 

des séquenceurs de 2ème et 3ème génération à un tarif très compétitif rend ces approches moins 

attractives aujourd’hui.  

3.2.  Méthodes de caractérisation basées sur l’outil PCR 

La multiplication du nombre de génomes dans les bases de données publiques ces 20 dernières 

années a permis de mettre en évidence des régions génomiques d’intérêt pour le développement 

d’outils de typage. Ce chapitre détaillera l’ensemble des outils de typage utilisés chez C. novyi sensu 

lato basés sur des PCR ciblant ces séquences d’intérêt. 

3.2.1.  Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

3.2.1.1. Principe de la méthode 

L’outil de typage RAPD se base sur l’amplification aléatoire de différentes régions du génome 

bactérien avec des amorces courtes aléatoires. Le polymorphisme va alors être la conséquence du 

nombre de sites pouvant s’hybrider avec les amorces. Les produits amplifiés sont ensuite soumis à 

une migration sur gel d’électrophorèse afin d’obtenir un profil caractéristique de chaque génome 

testé. La comparaison des profils obtenus va ainsi permettre de typer les souches.  

3.2.1.2. Utilisation chez C. botulinum 

Cette technique a essentiellement été testée dans le cadre d’études visant à typer des souches 

de C. botulinum de type E (Hannett et al., 2011; Leclair et al., 2006).  

3.2.1.3. Limites 

Comme pour les outils de typage PFGE et AFLP, une souche pure est nécessaire pour utiliser 

cette méthode de typage. La dégradation de l’ADN par les DNases produites par les souches de C. 

botulinum peut avoir un impact sur les profils obtenus, biaisant de ce fait les résultats. De plus, le fait 

que les amplifications soient aléatoires rend cette technique peu reproductible. 
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3.2.2. Multi Loci VNTR Analysis (MLVA)  

3.2.2.1. Généralités 

La MLVA est un outil de typage qui se base sur l’amplification et le séquençage de plusieurs 

loci du génome bactérien appelés VNTR, pour Variable Number of Tandem Repeats. Ce sont des 

régions du génome présentant une succession de courtes séquences répétées en tandem, dont le 

nombre va être variable selon les souches. En effet, ce sont des régions instables présentant des erreurs 

apparues au cours des différentes étapes de modification de l’ADN (Réplication, transcription, 

recombinaison, réparation), entrainant l’addition ou la délétion d’une ou plusieurs répétitions au 

niveau de ces VNTR. Le génotypage des espèces bactériennes par la méthode MLVA va donc reposer 

sur la variation naturelle du nombre de motifs répétés pour un nombre de locus VNTR déterminé au 

cours du développement de la méthode pour une espèce donnée.  

3.2.2.2. Historique 

Les régions VNTR font partie de la famille des minisatellites, caractérisée pour la première fois 

sur l’ADN humain en 1980 (Wyman & White, 1980). Ces minisatellites ont d’abord été utilisés en 

médecine légale pour réaliser des empreintes génétiques lors d’enquêtes criminelles ou pour effectuer 

des tests de paternité. Ces régions génomiques sont présentes chez tous les organismes vivants, 

eucaryotes et procaryotes. Chez les bactéries, l’utilisation des VNTR pour le typage est intervenue 

suite au séquençage de Haemophilus influenzae et de l’identification de cibles d’intérêt (van Belkum 

et al., 1997). Elle a ensuite été développée pour Mycobacterium tuberculosis (Frothingham & 

Meeker-O'Connell, 1998) avant d’être nommée MLVA quelques années plus tard lors du 

développement de la méthode pour Bacillus anthracis (Keim et al., 2000).  

3.2.2.3. Principe de la méthode 

La première étape de la MLVA consiste à déterminer des régions VNTR susceptibles de 

présenter un intérêt pour le typage des souches d’une espèce bactérienne. Une fois les cibles choisies, 

des amorces PCR sont conçues aux extrémités des régions ciblées. Après amplification par PCR, les 

tailles des amplicons obtenues sont déterminées par électrophorèse (gel d’agarose classique ou 

électrophorèse capillaire). Un séquençage des produits amplifiés permet de valider le nombre de 

répétitions présents dans chaque locus VNTR étudié. Après détermination du nombre de répétitions 

pour l’ensemble des régions VNTR testées, chaque souche va se voir attribuer un profil MLVA qui 

sera un code composé de N chiffres, N étant le nombre de loci VNTR étudiés. Le chiffre sera quant 
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à lui égal au nombre de répétitions présent dans le locus VNTR. Un dendrogramme est ensuite 

construit pour comparer les profils MLVA des souches étudiées. 

3.2.2.4. Utilisation de la méthode MLVA chez C. botulinum 

La méthode MLVA a été développée dans un premier temps pour les souches de C. botulinum 

du groupe I de type A en 2008 avec un schéma comportant 10 locus VNTR. Cette méthode a permis 

de caractériser 59 souches de C. botulinum type A et 3 souches bivalentes Ba en 38 génotypes. Pour 

les souches de type A, elle a permis de les discriminer en 4 sous-types (BoNT/A1-A4). Des 38 

génotypes, 30 proviennent du sous-type BoNT/A1, démontrant que cette méthode est discriminante 

pour des souches d’un même sous-type (Macdonald et al., 2008).  

En 2011, un nouveau schéma MLVA de 15 locus a été développé pour les souches de C. 

botulinum du groupe I. Sur ces 15 locus VNTR, 10 provenaient de l’étude de 2008. Les cinq nouveaux 

locus VNTR ont été ajoutés pour que la méthode puisse être appliquée sur les sérotypes B et F. Ce 

nouveau schéma a été utilisé sur 89 souches de C. botulinum du groupe I et 5 souches de C. 

sporogenes (espèce modèle non toxique). Au total, 89 génotypes distribués en 7 clusters principaux 

ont pu être identifiés suite à cette analyse MLVA. A noter que 28 souches testées ne sont pas 

regroupées avec ces 7 clusters. Ce nouveau schéma, en plus de pouvoir inclure plus de souches du 

groupe I, est plus discriminant que son prédécesseur. Il a été utilisé par d’autres équipes pour typer 

d’autres souches de C. botulinum du groupe I (Raphael et al., 2014; Umeda et al., 2013).  

En complément, un autre schéma utilisant seulement 7 des 15 locus a aussi été testé pour 

faciliter l’analyse et abaisser son coût. Le dendrogramme obtenu à partir de ce schéma de 7 locus est 

très proche de celui obtenu avec 15 locus. Ce schéma semble cependant sous-estimer la distance 

évolutive entre les groupes, le rendant de fait moins discriminant. Il reste un bon outil pour discriminer 

les souches au niveau du cluster mais pas au niveau de la souche (Fillo et al., 2011). 
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3.2.3. Multi Loci Sequence Typing (MLST) 

3.2.3.1. Généralités 

La MLST est un outil de typage basé sur l’étude des séquences de plusieurs gènes de ménage 

présents dans le génome bactérien. Ces gènes, en évoluant, vont présenter un polymorphisme qui va 

permettre de discriminer les souches au sein d’une même espèce bactérienne. 

3.2.3.2. Principe de la méthode 

Après la sélection des gènes de ménages et le design d’amorces PCR pour chaque cible, le 

principe de la méthode repose sur l’amplification des régions des gènes de ménage sélectionnés puis 

le séquençage des produits d’amplification. En comparant les séquences obtenues pour chaque cible, 

un profil allélique, nommé ST pour Sequence Typing, est attribué à chaque souche.  

3.2.3.3. Utilisation chez C. novyi sensu lato 

La MLST a d’abord été développée pour les souches de C. botulinum du groupe I et II. Pour le 

groupe I, la méthode se base sur 7 gènes de ménages (aroE, mdh, aceK, appB, rpoB, recA et hsp) 

tandis que pour le groupe II, la méthode se base sur 15 gènes de ménage (oppB, pta, recA, tuf, rpoB, 

pyc, mutL gyrB, lepA, ilvD, guaA, atpD, trpB, 16S, 23S) (Jacobson et al., 2008; Macdonald et al., 

2011).  

Récemment, un schéma MLST a été développé pour les souches de C. botulinum du groupe III. 

Celui-ci se base sur 13 gènes de ménage (arpD, dnaN, efTu, GroEL, gyrB, lepA, pheS, proC, rpL10, 

ropB, secD, secF, spo0A) et a été testé sur 60 souches de C. novyi sensu lato provenant de plusieurs 

pays d’Europe (Scalfaro, 2019).  

3.2.3.4. Limites 

Il a été rapporté que la capacité de discrimination des souches obtenue avec la MLST est plus 

basse que celle obtenue avec l’outil MLVA, que ce soit avec les souches du groupe I comme celles 

sur groupe III (Fillo et al., 2011; Macdonald et al., 2011; Scalfaro, 2019). Contrairement à la RAPD, 

cette technique utilise des cibles de PCR prédéfinies, il est donc nécessaire d’avoir une souche pure 

pour cette technique. De plus, les gènes de ménages sont des régions où les mutations sont rares, ce 

qui va rendre difficile le typage de souches génétiquement proches. 



70 
 

3.2.4. Comparaison des souches de C. botulinum sur la base du gène fliC 

3.2.4.1. Généralités 

Le flagelle est une structure présente chez les bactéries qui leur confère la mobilité. C’est un 

filament de forme hélicoïdale ancré au niveau de la membrane plasmique bactérienne par un corps 

basal. Une troisième partie nommée crochet va se situer entre le filament et le corps basal. Il va faire 

le lien entre les deux structures et transmettre le mouvement du corps basal au filament (Imada, 2018; 

Macnab, 2004; Minamino & Imada, 2015). Selon l’espèce bactérienne, le nombre et la localisation 

du ou des flagelles sont différents, ce qui va avoir un impact sur la ciliature de la bactérie :  

- Présence d’un flagelle polaire  Ciliature monotriche 

- Présence de plusieurs flagelles polaires  Ciliature lophotriche 

- Présence d’un flagelle à chaque pôle de la bactérie  Ciliature amphitriche 

- Présence de flagelles tout autour de la bactérie  Ciliature péritriche 

La flagelline est une protéine majeure dans la constitution du flagelle. Elle va donner au 

filament flagellaire sa forme hélicoïdale, essentielle pour accomplir sa fonction. Ce filament est 

composé de plusieurs sous-unités de flagelline (Nakamura & Minamino, 2019).  

La protéine se divise en 3 parties :  

- Deux régions conservées aux extrémités N-terminale et C-terminale responsables de la 

sécrétion et la polymérisation du flagelle.  

- Une région centrale hypervariable qui va représenter la partie exposée de l’organelle. C’est 

cette région qui contribue à l’antigénicité de la protéine. Au niveau du gène, la composition 

en nucléotides et la taille de cette région centrale vont différer au sein d’une même espèce.  

3.2.4.2. Utilisation chez C. novyi sensu lato 

Les différentes espèces de C. botulinum présentent une ciliature péritriche du fait de la présence 

de flagelles tout autour de la bactérie. Pour les souches de C. botulinum du groupe III, la flagelline 

est codée par le gène fliC présent sur le chromosome bactérien. Des outils de typage ciblant le gène 

fliC semblent donc pertinents pour discriminer ces souches. D’autres gènes codant cette protéine ont 

déjà été utilisés pour le génotypage d’autres espèces pathogènes (Yadav et al., 2018) dont C. 

botulinum des groupes I et II (avec les gènes flaA et flaB) (Paul et al., 2007; Woudstra et al., 2013).  

En ce qui concerne le groupe d’espèces C. novyi sensu lato, 7 types de gènes fliC ont été 

caractérisés jusqu’à présent dans les génomes disponibles et nommées de fliC-I à fliC-VII. Une 



71 
 

première étude sur la diversité du gène de flagelline fliC présent chez plusieurs souches a permis via 

le séquençage et la comparaison de 68 séquences de gènes fliC de grouper les gènes en 4 types classés 

de fliC-I à fliC-IV. L’analyse du gène fliC d’une des souches (D-4947, N° Accession KM496392.1) 

n’a pas permis de le classer dans un des types. Le gène a donc été classé comme fliC-V (Woudstra et 

al., 2015). En 2021, une seconde étude sur les gènes fliC de 60 souches de C. botulinum du groupe 

III nouvellement isolées en Italie a permis de mettre en évidence deux nouveaux types de gène fliC 

nommés fliC-VI et fliC-VII. Les séquences des 7 types de fliC ont été comparées et une matrice de 

similarité permet de voir les résultats de ces comparaisons (Tableau 6) (Fillo et al., 2021). 

Tableau 6 : Matrice de similarités des 7 types de gène fliC caractérisés chez C. botulinum du groupe III. 

Source : adaptée de Fillo et al., 2021. 

 

 

En ce qui concerne la première étude, des systèmes PCR ont été développés pour ces 5 types 

de fliC et des tests ont été effectués sur 560 échantillons (organes et environnement) provenant 

d’épisodes de botulisme animal survenus entre 2006 et 2014 dans plusieurs pays d’Europe et en 

Nouvelle-Calédonie (Woudstra et al., 2015).  

La plupart des souches de type C/D ont un gène fliC de type I, montrant l’absence de variabilité 

au niveau du gène fliC pour ces souches. Pour les souches de type D/C, 3 types de gène fliC ont été 

retrouvés avec une majorité de fliC-IV et des échantillons positives pour fliC-I et II. Cela suggère que 

la diversité des gènes fliC est plus importante chez les souches de type D/C que chez celles de type 

C/D. Les gènes fliC-II ont majoritairement été retrouvés dans des génomes de souches de C. 

botulinum de type C dans les deux études. Les gènes fliC-III et fliC-V n’ont été détectés dans aucun 

échantillon. Ceci peut s’expliquer par le fait que ces gènes ont été retrouvés sur des génomes de 

souches plus anciennes provenant de continents différents (fliC-III : Eklund 1970 - USA et fliC-V : 

D-4947 – Afrique). De plus, les échantillons positifs pour le type D/C originaires de Nouvelle-

Calédonie sont négatifs pour les gènes fliC testés, soulevant l’hypothèse qu’un autre gène fliC puisse 

fliC type fliC-I fliC-II fliC-III fliC-IV fliC-V fliC-VI fliC-VII 
fliC-I /             
fliC-II 84.86 /           
fliC-III 92.66 86.93 /         
fliC-IV 46.79 47.48 47.48 /       
fliC-V 83.94 86.01 84.86 47.25 /     
fliC-VI 50.69 50.92 51.38 57.11 49.31 /   
fliC-VII 61.24 61.47 61.93 60.78 59.86 82.8 / 
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être présent dans ces souches et renforçant l’hypothèse que la localisation géographique joue un rôle 

dans la diversité des gènes fliC. Les deux gènes fliC-VI et fliC-VII caractérisés dans la deuxième 

étude ont été retrouvés dans le génome de 4 souches provenant du même épisode de botulisme bovin 

de type D/C, confortant l’hypothèse d’une variabilité plus importante au niveau des gènes fliC chez 

les souches de type D/C par rapport aux souches de type C/D. Des fragments de ces gènes sont aussi 

présents sur le génome de deux souches de type C/D phylogénétiquement proches isolées en Suède 

(BKT2873 et BKT75002) (Fillo et al., 2021; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2015). 

En conclusion, la diversité du gène fliC retrouvée chez C. botulinum du groupe III est moins 

importante que ce qui avait été rapporté pour les gènes flaA et flaB présents dans les génomes des 

souches de C. botulinum du groupe I et II. Pour les souches géographiquement proches, notamment 

celles de type C/D provenant d’Europe, l’utilisation de l’analyse des gènes fliC comme outil de typage 

ne semble pas pertinente, l’ensemble de ces souches arborant le gène fliC-I. Une diversité du gène 

fliC plus importante est retrouvée chez les souches de C. botulinum de type D/C de lignée Ib même 

si la grande majorité des souches porte un gène fliC-IV (Woudstra et al., 2013; Woudstra et al., 2015). 

Cette cible ne semble donc pas appropriée pour le typage des souches de C. novyi sensu lato. 

3.2.5. Développement de PCR ciblant des EGM 

3.2.5.1. Généralités 

Certaines bactéries arborent, en plus de leur chromosome bactérien, des EGM qui font partie 

intégrante de leur génome. L’ensemble de ces EGM, appelé plasmidome, va leur permettre d’acquérir 

de nouveaux gènes, qui vont leur donner de nouvelles caractéristiques (facteurs de virulence, 

résistance aux antibiotiques par exemple).  

Comme évoqué précédemment, ce plasmidome est un acteur majeur du génome du groupe 

d’espèces C. novyi sensu lato. En effet, de nombreux EGM variés ont été caractérisés. Ces EGM sont 

sujets à des transferts horizontaux, ce qui en fait un contributeur majeur de la diversité génétique 

présente dans ce groupe d’espèces (Skarin & Segerman, 2011, 2014).  

3.2.5.2. Utilisation chez C. novyi sensu lato 

L’analyse des génomes complets a permis de mettre en évidence que la combinaison des EGM 

diffère d’une souche à l’autre, même entre des souches génétiquement proches (Skarin et al., 2011). 

L’utilisation des EGM comme cibles semble donc pertinente pour le typage des souches de C. novyi 

sensu lato. 
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Des PCR ont été développées pour cibler une partie des gènes de toxines retrouvés au niveau 

des différents EGM lors d’une étude dont le but était d’analyser le contenu en EGM de souches pures 

et d’échantillons naturellement contaminés (Woudstra et al., 2018). 

- Pour le prophage p1, le gène ciblé et celui de la toxine botulique, les amorces PCR ayant été 

conçues pour chaque BoNT présent chez C. botulinum groupe III dans une étude précédente 

(Woudstra et al., 2012). 

- Pour le plasmide p2, le gène ciblé est celui de l’alpha-toxine.  

- Pour le plasmide p3, deux régions du gène de la toxine C2 sont ciblés (C2-I et C2-II). 

- Pour le prophage p4, c’est une partie du gène codant la toxine putative CbC4_7002. 

- Pour le plasmide p5, le gène ciblé est un dérivé de la toxine epsilon, avec deux régions (I et II). 

- Pour le prophage p6, une partie du gène codant la bactériocine est ciblé. 

Au total, 110 extraits d’ADN de souches pures de C. botulinum du groupe III ont été testés et 11 

profils de plasmidome ont été retrouvés. Pour les souches de type C, 2 profils présentent soit le 

plasmide p3 et le prophage p6 (13/20) soit le plasmide p3 seul (7/20). Trois profils sont retrouvés 

pour les souches de type D : aucun des EGM testés (1/5), le plasmide p3 seul (1/5) ou accompagné 

du plasmide p2 (3/5). Pour les 60 souches de types C/D étudiées, 4 profils de plasmidome sont 

retrouvés : p2-p3 (12/60), p2-p3-p4 (2/60), p2-p3-p4-p5 (14/60) et p2-p3-p5 (32/60). Aucune souche 

de type C/D ne présente le prophage p6. Enfin, pour les souches de type D/C, la plupart des souches 

ne contiennent aucun des marqueurs génétiques des EGM testés (21/23) tandis qu’une souche 

présente le profil p3-p6 et une autre souche présente le profil p2-p3 (Figure 19) (Woudstra et al., 

2018).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Résultats des différents profils de plasmidome obtenus sur 110 extraits d'ADN positifs à différentes 
toxines de C. botulinum groupe III.  

Source : Woudstra et al., 2018. 



74 
 

3.2.5.3. Conclusion 

Cette étude a mis en lumière une différence entre les plasmidomes des souches de type C/D et 

ceux des souches de type D/C. Les EGM recherchés sont plus présents sur les souches de type C/D, 

au contraire des souches de type D/C qui ne présentent majoritairement pas ces EGM. Comme évoqué 

précédemment, une des hypothèses avancées dans l’étude serait la présence d’un système CRISPR-

Cas fonctionnel pour les souches de type D/C. En effet, dans une étude antérieure, une analyse des 

régions CRISPR-cas a révélé que les souches de type D/C possèdent jusqu’à trois systèmes CRISPR-

Cas complets (donc théoriquement fonctionnels) tandis que les souches de type C/D présentent un 

système partiel, donc possiblement inactif (Woudstra et al., 2016). Cette approche présente un 

inconvénient majeur : la stabilité de ces EGM, en particulier en conditions de laboratoire. Il est connu 

que le prophage p1 est instable en conditions de laboratoire, la stabilité des autres EGM est inconnue. 

La stabilité de l’élément ciblé par une méthode de typage est un critère essentiel pour développer une 

méthode de typage (van Belkum et al., 2007), cet aspect n’a pas été abordé dans cette étude et devra 

être pris en compte dans le futur sur un ou plusieurs EGM sont retenus pour mettre au point un schéma 

de typage.  

3.2.6. PCR ciblant les systèmes CRISPR-Cas 

Les généralités sur les systèmes CRISPR-Cas ont déjà été présentées précédemment (Cf 

III.2.5). Des méthodes de typage basées sur les répétitions et les spacers composant le locus CRISPR 

ont déjà été développées pour certaines espèces ou genres bactériens telles que Mycobacterium 

tuberculosis (Kamerbeek et al., 1997), Campylobacter (Kovanen et al., 2014), Salmonella (Xie et al., 

2017) ou Clostridioides difficile (Andersen et al., 2016). 

La méthode, nommée initialement spoligotypage, a été développée pour la première fois en 

1997 pour le typage de Mycobacterium tuberculosis. Un seul système CRISPR-Cas avec des 

répétitions conservées est retrouvé dans le génome de cette espèce. Un nombre très limité de spacers 

a été identifié et répertorié (une cinquantaine recensée sur plus de 1000 souches) (Jansen et al., 2002). 

Ceux-ci sont utilisés pour classer les souches en fonction des spacers identifiés. Chez Salmonella, 2 

systèmes CRISPR-Cas ont été détectés dans l’ensemble des souches (Fabre et al., 2012; Fricke et al., 

2011; Jansen et al., 2002). L’utilisation des spacers pour discriminer les souches a montré que cette 

méthode est tout aussi fiable et discriminante que d’autres outils de typage déjà utilisés (PFGE ou 

MLVA). Enfin, chez Campylobacter jejuni, il a été montré que cette méthode de typage n’est pas 

adaptée car, après analyse de 184 souches, 26% d’entre elles ne pouvaient pas être typées car il n’y 

avait pas de locus CRISPR ou seulement une répétition présente (Schouls et al., 2003). Il a par contre 
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été proposé d’utiliser cette méthode en seconde intention lorsque des souches présentent des profils 

identiques avec les outils MLST ou ALFP, méthodes de référence pour le typage de Campylobacter 

jejuni. Une étude plus récente a confirmé que l’analyse des régions CRISPR est pertinente pour 

comparer des ST sur des isolats qui présentent des liens épidémiologiques (Kovanen et al., 2014). 

La présence d’un ou plusieurs systèmes CRISPR-Cas dans la plupart des génomes de C. 

botulinum du groupe III étudiés dans une précédente étude soulève la question de l’utilisation de ces 

systèmes pour développer un outil de typage (Negahdaripour et al., 2017).  

3.3.  Autres méthodes de caractérisation 

3.3.1.  Analyse comparative du génome complet  

Le développement des outils de séquençage de deuxième et troisième génération a permis de 

rendre accessible à un faible coût le séquençage des génomes des souches bactériennes. Avec 

l’augmentation du nombre de génomes séquencés disponibles dans les bases de données publiques, 

la comparaison des génomes entre eux permet d’avoir un aperçu plus complet des différences 

génétiques présentes entre des souches d’une même espèce, approche plus exhaustive que celles 

ciblant spécifiquement certaines parties du génome. Les études utilisant l’analyse des génomes 

complets de C. botulinum et C. novyi sensu lato en tant qu’outil de typage sont présentées dans ce 

chapitre. 

3.3.1.1. Comparaison par Alignement fragmenté des génomes 

Le premier outil bio-informatique qui a été utilisé pour l’analyse des génomes de C. novyi sensu 

lato est la comparaison des génomes par alignement fragmenté proposé par l’outil Gegenees (Ågren 

et al., 2012). Le principe est de fragmenter le génome entier ou des régions spécifiques (EGM par 

exemple) en petits fragments d’environ 200 pb puis d’utiliser un algorithme BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) pour les aligner avec les fragments des autres génomes entiers ou régions 

sélectionnées pour la comparaison. Une matrice de similarité sous forme de « heat-map » est alors 

calculée avec l’ensemble des scores obtenus lors des alignements BLAST. Cet outil a permis de 

classer C. novyi sensu lato en plusieurs lignées lors de l’étude des génomes de 24 souches comprenant 

les trois espèces du groupe mais aussi de comparer et grouper les différents EGM caractérisés lors de 

l’étude de ces génomes (Figures 12 et 20) (Skarin & Segerman, 2014). Cet outil a été utilisé dans 

l’ensemble des publications qui portent sur la comparaison génomique de C. novyi sensu lato (Fillo 

et al., 2021; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2017; Woudstra et al., 2016; Woudstra et al., 

2021).  
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3.3.1.2.  Analyse des Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 

Un single nucleotide polymorphism, ou SNP, est une variation d’une seule paire de base dans 

le génome de deux souches de la même espèce. L’analyse comparative des génomes en se basant sur 

les SNP s’est révélée être très discriminante pour des souches de C. botulinum du groupe I, plus 

discriminante que d’autres méthodes de typage (PFGE et MLST) qui n’ont pas permis leur 

discrimination (Gonzalez-Escalona et al., 2014). L’utilisation des SNP pour comparer des souches de 

C. botulinum du groupe III provenant d’épisodes de botulisme animal survenus en France et d’une 

autre étude (Skarin & Segerman, 2014) a permis de les différencier en trois groupes distincts (Figure 

21a) (Woudstra et al., 2016). Les souches arborant le gène codant la neurotoxine de type C/D forment 

un cluster différent de ceux présentant le gène de la neurotoxine D/C, ce qui est en concordance avec 

les résultats obtenus lors de l’utilisation de l’outil Gegenees lors de la définition des lignées (Lignée 

Figure 20 : Matrice de similarités des 61 éléments génétiques mobiles caractérisés chez C. novyi sensu lato. 
Treize groupes de plasmides ont été identifiés grâce à ces résultats. Les EGM avec une étoile sont incomplets. 

Source : Skarin et al., 2014 
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Ia pour la plupart des souches C/D et Ib pour D/C) (Skarin & Segerman, 2014). Le cluster intégrant 

les souches de type C/D est séparé en deux groupes. Un de ces groupes comprend la souche de 

référence BKT015925 provenant de Suède, la souche SP77 provenant d’Espagne et 11 souches 

françaises. Ces souches, très proches génétiquement, ont fait l’objet d’une analyse séparée pour mieux 

les différencier (Figure 21b). Cette nouvelle analyse a permis de distinguer les 13 souches. Cependant, 

aucune corrélation n’a pu être mise en évidence entre la distance phylogénétique de ces 13 souches 

et leur répartition géographique, leur origine ou la date de l’épisode. Encore une fois, l’hypothèse 

d’une dissémination en Europe d’une souche clonale de type C/D a été suggérée lors de cette étude, 

renforçant les résultats déjà obtenus avec la PFGE (Anza et al., 2014a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : A) Arbre phylogénétique obtenu après analyse des SNP de plusieurs génomes de C.botulinum du 
groupe III. Les souches en gras proviennent de l’étude Skarin et Segerman., 2014. La souche BKT015925 

annotée avec une étoile sert de référence pour l’analyse des SNP.  

B) Deuxième arbre regroupant uniquement le groupe de 13 souches de type C/D très proches 
phylogénétiquement dans l’arbre A. 

Source : Woudstra et al., 2016 
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3.3.2. Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS) 

3.3.2.1. Généralités sur la spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant de détecter et identifier des 

protéines et molécules d’intérêt en utilisant le rapport masse sur charge pour les séparer. En 1975, 

l’identification bactérienne est pour la première fois évoquée comme application possible de la 

spectrométrie de masse (Anhalt & Fenselau, 1975). L’optimisation de la méthode avec le MALDI-

TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization - Time of Flight Mass Spectrometry) en fait une 

méthode d’identification bactérienne très sensible et spécifique (Karas & Hillenkamp, 1988). Elle 

s’est démocratisée depuis une dizaine d’années et est utilisée dans de nombreux laboratoires 

d’analyses. En plus d’être peu coûteuse, cette technique d’identification s’avère fiable et plus rapide 

que les techniques d’identification classiques. 

3.3.2.2. Principe 

Le principe de l’identification de genre ou d’espèce d’une colonie par spectrométrie de masse est 

de déterminer les masses moléculaires de différentes protéines bactériennes, principalement des 

protéines ribosomales, protéines de choc froid (Cold Shock Proteins) et protéines de liaison à l’ADN 

[203]. Les molécules et protéines vont d’abord être ionisées puis elles vont être séparées dans un 

analyseur en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Selon l’instrument utilisé, la source 

d’ionisation et l’analyseur ne seront pas les mêmes. 

L’instrument MALDI-TOF est un spectromètre de masse qui va coupler une source d’ionisation 

laser assistée par une matrice (MALDI) et un analyseur de temps de vol (TOF) afin de séparer et 

identifier les protéines d’une bactérie. Après extraction des protéines, l’extrait est mélangé à une 

matrice puis soumis à l’action d’un faisceau laser afin d’être vaporisé, formant ainsi des ions de 

masses différentes sous forme gazeuse. Les ions vont ensuite être accélérés par un champ électrique 

afin d’être séparés en fonction de leur masse moléculaire en passant par un tube qui va permettre la 

mesure du temps de vol (en anglais Time Of Flight ou TOF). La vitesse des ions va dépendre du 

rapport masse sur charge (m/z), le temps de vol dans le tube est donc déterminé afin de mesurer ce 

ratio pour chaque protéine. Une fois l’échantillon analysé, une empreinte spectrale est obtenue. Les 

empreintes spectrales sont variables entre les espèces avec des pics spécifiques du genre, de l’espèce 

et même de la sous-espèce. L’empreinte spectrale est ensuite comparée à une base de données afin 

d’obtenir un score qui, selon sa valeur, va permettre de confirmer ou infirmer le genre et l’espèce de 

la souche testée. 
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3.3.2.3. Utilisation du MALDI-TOF pour l’identification et le typage de C. 

novyi sensu lato 

Pour C. botulinum, la spectrométrie de masse a été utilisée en première intention comme 

alternative au test sur souris pour la détection des toxines botuliques via le développement de 

l’Endopep-MS (Anses, 2021).  

La spectrométrie de masse a également été évaluée en tant que méthode d’identification et pour 

typer les souches. Dans une première étude, l’utilisation du MALDI-TOF pour l’identification 

bactérienne s’est révélée fiable pour le genre Clostridium où une étude a permis de différencier les 

empreintes spectrales de 31 espèces différentes de ce genre dont C. botulinum du groupe III, C. novyi 

et C. haemolyticum (Grosse-Herrenthey et al., 2008; Sandrin et al., 2013). Le dendrogramme construit 

avec les résultats de cette étude montre des similarités avec le dendrogramme construit avec la 

comparaison des séquences des gènes ARNr 16S (Grosse-Herrenthey et al., 2008). 

Une autre étude se concentrant principalement sur C. novyi sensu lato et son typage a été 

réalisée sur 81 souches de C. botulinum du groupe III provenant d’épisodes de botulisme animal. Ces 

souches ont été soumises à une analyse sur MALDI-TOF puis, après obtention des empreintes 

spectrales, comparées aux empreintes spectrales d’autres clostridies déjà présentes dans les bases de 

données (Figure 22). Les résultats de cette étude montrent que les souches de C. novyi sensu lato 

testées ne sont pas distinguables au niveau de l’espèce puisque les souches de référence C. novyi 

ATCC 25758 et C. haemolyticum ATCC 9650 se regroupent avec des souches de C. botulinum du 

groupe III. Cependant, elles sont plus éloignées d’autres souches de C. botulinum du groupe III, ce 

qui est en accord avec les résultats obtenus lors de la comparaison génomique de ces espèces qui avait 

permis la caractérisation des 4 lignées (Bano et al., 2017; Skarin & Segerman, 2014).  
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La comparaison des souches de C. botulinum isolées d’épisodes de botulisme animal par 

MALDI-TOF a permis de les répartir en 14 groupes lors de cette étude. Les neuf premiers groupes (I 

à IX) contiennent des souches de C. botulinum produisant les toxines C/D et D/C. Avec le groupe X 

comprenant les 2 souches de références de C. novyi et C. haemolyticum et le groupe XI comprenant 

2 souches de type C provenant d’un même épisode de botulisme bovin, le cluster I-IX forme un plus 

gros cluster qui va se distinguer des groupes XII et XIII qui vont être composés uniquement de 

souches produisant la toxine C provenant de différents épisodes de botulisme bovin. Enfin, le groupe 

XIV est plus éloigné des autres groupes avec seulement 15,7% de similarité et va comprendre 2 

souches de type C provenant du même épisode de botulisme bovin (Bano et al., 2017).  

L’ajout de nouvelles empreintes spectrales provenant d’autres souches de C. novyi sensu lato 

permettrait d’améliorer la résolution lors de la comparaison des souches de ce groupe d’espèces. Bien 

que prometteuse, cette approche nécessite de disposer d’une souche pure. Cependant, si la souche 

pure est disponible, il semble plus intéressant de la séquencer afin de disposer du génome et d’obtenir 

ainsi une quantité d’informations plus importante qu’avec le spectre MALDI-TOF. 

Figure 22 : Empreintes spectrales obtenues suite à l’analyse au MALDI-TOF de trois échantillons 
de C. novyi sensu lato (C. novyi ATCC 25758, C. haemolyticum ATCC 9650 et C. botulinum type 

C CCUG 7970).  

Source : Bano et al,. 2017 
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3.4.  Conclusion  

 Différentes approches ont été explorées pour caractériser les souches du groupe C. novyi sensu 

lato (Tableau 5). Les approches testées ces dernières années se basent plutôt sur des outils PCR (gènes 

de la flagelline, Plasmidome, MLVA, MLST), tenant ainsi compte des difficultés rencontrées pour 

l’isolement des souches du groupe C. novyi sensu lato. Les méthodes plus archaïques comme la PFGE 

ou l’AFLP ne présentent plus trop d’intérêt car elles sont trop fastidieuses (besoin d’une souche pure, 

méthodes plus longues) et très peu discriminantes. Les avantages des outils PCR ciblés sont leurs 

spécificités et le fait qu’ils soient utilisables sur des échantillons bruts, permettant donc de s’affranchir 

de l’étape d’isolement. 

L’augmentation du nombre de génome dans les bases de données publiques a permis 

l’utilisation d’outils de typage plus complet et plus discriminant puisqu’ils prennent en compte 

l’ensemble du génome et peuvent discriminer les souches à la paire de base près (Analyse 

comparative par fragmentation, SNP). Ces outils sont actuellement les méthodes de typage de 

référence pour un grand nombre de bactéries pathogènes. Cependant, pour C. novyi sensu lato, le 

nombre de génomes disponibles est encore bien trop faible pour que ces outils soient utilisés en 

routine dans les laboratoires. La mise en place de protocoles fiables allant de l’isolement des souches 

à l’assemblage des génomes est donc plus que nécessaire pour pouvoir optimiser ce type d’outils bio-

informatiques dans le futur.  

Enfin l’outil MALDI-TOF est aujourd’hui une référence pour l’identification bactérienne. 

En ce qui concerne le typage, le fait qu’il faut avoir une souche pure pour l’utiliser le rend moins 

intéressant en le comparant à du séquençage de génome complet. 
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Objectifs de la thèse 
 

Une recrudescence du botulisme animal a été observée au niveau mondial à la fin des années 

2000 sans que les facteurs à l’origine de cette augmentation n’aient été clairement identifiés (Skarin 

et al., 2013). Au niveau français, une soixantaine de foyers de botulisme animal sont confirmés 

chaque année (30 en élevages avicoles, 20 en faune sauvage et 10 en élevages bovins sur la période 

2009-2019) (Anses, 2021). Cette maladie touche en particulier les volailles, l’avifaune sauvage et les 

bovins, pouvant entraîner de fortes mortalités et des pertes économiques importantes (Braun, 2006; 

Souillard et al., 2014). Malgré ce contexte, l’épidémiologie du botulisme animal est encore méconnue 

et les données d’épidémiologie moléculaire relatives aux souches impliquées dans le botulisme 

animal sont peu abondantes dans la littérature scientifique (Anses, 2021). Le faible nombre de 

génomes séquencés disponibles aujourd’hui illustre bien cette problématique (Fillo et al., 2021; 

Skarin et al., 2011; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2017; Woudstra et al., 2015b; 

Woudstra et al., 2021). Cette faible disponibilité de données relatives à l’épidémiologie moléculaire 

des souches s’explique principalement par le fait que les souches de C. botulinum du groupe III sont 

difficiles à isoler. L’absence de méthode d’isolement fiable, robuste et applicable en routine constitue 

actuellement un verrou méthodologique à la caractérisation des souches de C. botulinum du groupe 

III et plus globalement à la compréhension de l’épidémiologie du botulisme animal. Différentes 

techniques de génotypage ont été testées dans le cadre du botulisme animal mais aucune n’a été 

identifiée jusqu’à présent comme méthode de référence. L’absence d’outils de typage pour 

caractériser les souches impliquées dans les épisodes de botulisme animal est actuellement un frein 

pour la compréhension de l’épidémiologie du botulisme, la gestion et la prévention des épisodes. De 

plus, l’avènement du séquençage des génomes avec la disponibilité à bas coût des technologies de 

séquençage de deuxième et troisième génération ouvre de nouvelles perspectives mais nécessite de 

disposer d’une souche pure. 

Le premier objectif de ces travaux de thèse vise à développer la méthode d’isolement des 

souches de C. botulinum du groupe III impliquées dans le botulisme animal. Une fois la méthode 

développée, l’optimisation des étapes permettant le séquençage des souches (extraction d’ADN, 

préparation des librairies) sera effectuée. La finalité est de proposer une approche applicable en 

routine, qui permettra de venir en appui aux investigations épidémiologiques menées sur le terrain. 

Le second objectif de la thèse est de tester, d’identifier et d’évaluer des méthodes de typage 

adaptées au contexte particulier du botulisme animal, en particulier des méthodes s’affranchissant de 

l’étape d’isolement des souches. La méthode MLVA développée en Italie sera évaluée sur des 
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souches du laboratoire ainsi que sur des échantillons bruts d’épisodes de botulisme animal au cours 

desquels des enquêtes épidémiologiques ont eu lieu. Les génomes déjà disponibles dans les bases de 

données publiques seront analysés afin d’identifier des cibles d’intérêt pour le développement d’outils 

de typage. La finalité est de disposer d’un outil discriminant permettant de tracer les souches 

impliquées dans les épisodes de botulisme animal.  

Ce projet de thèse s’est déroulé au laboratoire de l’Anses de Ploufragan-Plouzané-Niort au sein 

de l’Unité Hygiène et Qualité des Produits Avicoles et Porcins (HQPAP) et sous Assurance de la 

Qualité. Un Plan de Management de la Qualité spécifique au projet a été rédigé et appliqué selon les 

préconisations de la norme ISO 10 006 « Systèmes de management de la qualité - Lignes directrices 

pour le management de la qualité dans les projets » et de la norme NF EN ISO/IEC 17025 « Exigences 

générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais ». Deux audits internes 

et la rédaction d’un Plan Management de la Qualité du projet ont été réalisés pendant le projet de 

thèse (Annexe 1).
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Résultats obtenus au cours de la thèse 
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Isolement des souches de Clostridium botulinum du groupe III 
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1. Contexte de l’étude et présentation de l’article 

Comme évoqué dans l’introduction, l’épidémiologie du botulisme animal est encore méconnue 

malgré l’évolution des outils de biologie moléculaire. Un des facteurs expliquant cette situation est 

la difficulté à isoler les souches du groupe C. novyi sensu lato dont fait partie C. botulinum du groupe 

III. En effet, il n’existe pas de milieu sélectif pour isoler ces bactéries. La présence d’une flore annexe 

dense dans les prélèvements rend difficile l’identification des colonies en l’absence de milieu sélectif 

et l’isolement d’une souche pure sans contaminant constitue un réel défi. De plus, le repiquage 

successif des souches en conditions de laboratoire peut provoquer la perte d’éléments génétiques 

mobiles dont le bactériophage qui porte les gènes codant pour les différentes toxines botuliques C, D, 

C/D et D/C. Le faible nombre de génomes de C. novyi sensu lato disponibles dans les bases de 

données publiques illustre bien ce problème d’isolement. 

Le premier objectif de ce projet de thèse est de développer et d’optimiser un protocole 

d’isolement fiable et facile à utiliser pour isoler les souches à partir des échantillons reçus au 

laboratoire et, à terme, permettre d’augmenter le nombre de génomes. Le protocole développé au 

cours de cette étude prend en compte la capacité de résistance des spores de C. novyi sensu lato à 

certains protocoles d’extraction d’ADN. Un de ces protocoles est le kit InstaGene™ Matrix (Bio‐

Rad, Marne‐La‐Coquette, France) qui se base sur une matrice composée de billes Chelex 

microscopiques chargées négativement qui vont capter les ions métalliques dont fait partie Mg2+, 

cofacteur des enzymes dont certaines sont responsables de la dégradation de l’ADN. La lyse 

bactérienne est quant à elle provoquée par un choc thermique à 95 °C pendant 8 minutes. A la fin de 

l’extraction, les spores qui ont résisté à ce protocole vont se retrouver dans le culot d’extraction. Après 

ensemencement de 100 µl du culot d’extraction sur une gélose non sélective EYA (Egg Yolk Agar), 

la majeure partie de la flore bactérienne étant éliminée au cours de l’extraction, il était possible 

d’isoler et identifier des colonies de C. novyi sensu lato. 

Cette méthode a été testée sur des échantillons contaminées artificiellement avec des spores de 

C. botulinum du groupe III de chaque type toxinique (C, D, C/D et D/C) ainsi que sur 22 

enrichissements (échantillons naturellement contaminés) de la collection du LNR botulisme aviaire 

représentatifs des cas de botulisme aviaire diagnostiqués entre 2014 et 2019 en France. Sur ces 22 

enrichissements, l’isolement de C. novyi sensu lato a été possible pour 21 enrichissements, dont 14 

sans la perte du gène codant pour la toxine botulique. 

Cette étude a été valorisée par une publication dans le journal Toxins en Janvier 2020 et deux 

posters scientifiques présentées en ligne lors des Journées scientifiques et doctorales de l’Anses 
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(JSDA) en 2020 et lors du World One Health Congress (WOHC) qui a eu lieu du 30 Octobre au 3 

Novembre 2020 (Annexe 2). 

De nouvelles souches ont été isolées au cours du projet de thèse via l’utilisation de ce protocole, 

en particulier des souches de type D responsables d’épisodes de botulisme dans des élevages de 

dindes entre 2014 et 2020 ainsi qu’une souche de type C/D responsable de botulisme dans un élevage 

de dindes. Des essais ont également été menés pour isoler des souches de C. botulinum à partir 

d’autres matrices, comme des échantillons d’environnement ou d’aliment. La méthode développée 

ici n’a cependant pas permis d’isoler des souches pures à partir des matrices complexes.  

Grâce à ces résultats, un protocole a été rédigé et est maintenant disponible pour les activités 

de recherche et de référence de l’unité HQPAP (Annexe 3). Une dernière étape d’extraction d’ADN 

a été ajoutée à la fin du protocole d’isolement dans l’optique de séquencer directement le génome de 

la souche après son isolement.  

En facilitant l’étape d’isolement des souches, cette méthode ouvre de nouvelles perspectives 

pour l’étude de l’épidémiologie du botulisme animal et le développement d’outils de typage, en 

permettant notamment le séquençage de nouveaux génomes à partir des souches pures isolées via 

cette nouvelle méthode. Cependant, d’autres étapes doivent encore être optimisées pour obtenir de 

l’ADN de bonne qualité et des données de séquences exploitables (extraction d’ADN, séquençages 

Illumina et MinION). L’optimisation de ces étapes est présentée dans la partie séquençage de ce 

manuscrit.  
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1. Développement de la méthode MLVA pour la caractérisation des souches de C. 

botulinum du groupe III 

Le développement de la méthode MLVA pour le typage moléculaire de Clostridium botulinum 

du groupe III a été initié lors du projet européen ANIBOTNET (2016-2019). Ce projet, financé par 

le programme Animal Health and Welfare ERA-Net (ANIHWA, 2012-2016), se déclinait en 5 tâches 

avec comme objectifs l’amélioration des connaissances relatives aux souches de C. botulinum du 

groupe III et le développement d’outils permettant d’améliorer la surveillance, le contrôle et la 

prévention du botulisme animal. Un des objectifs de ce projet était de développer et d’évaluer des 

schémas MLVA et MLST comme outils de typage. Le Centre National de Reference (CNR) italien 

pour le botulisme basé à l’Istituto Superiore di Sanita (ISS) était en charge du développement de ces 

outils sur la base de leur expérience précédente de développement d’un outil MLVA pour le typage 

des souches de C. botulinum du groupe I (Fillo et al., 2011). Dans ce paragraphe, les travaux menés 

par l’équipe de l’ISS pour le développement de la méthode MLVA seront présentés. Ces travaux ont 

été menés en amont de mon projet de thèse. 

1.1.  Identification des régions VNTR d’intérêt et design des amorces 

La première étape du développement de la méthode MLVA est la recherche de régions VNTR 

d’intérêt à partir d’un génome complet de référence de C. botulinum du groupe III. A partir de 

l’analyse du génome de la souche de type C/D BKT015925 et à l’aide de la base de données des 

répétitions en tandem (http://minisatellites.i2bc.paris-saclay.fr/), 27 régions VNTR ont été identifiées. 

Sur ces 27 régions VNTR, seules 9 ont été sélectionnées pour faire partie du schéma MLVA du fait 

de leur pouvoir discriminant (Tableau 7a). Ces 9 régions sont situées sur le chromosome du génome 

de référence. Les amorces et conditions PCR spécifiques pour chaque région VNTR ont ensuite été 

optimisées (Tableau 7a). 

1.2.  Évaluation de la méthode MLVA 

Des systèmes PCR ciblant ces 9 VNTR ont été mis au point puis ont ensuite été évaluées sur 

un panel de 65 souches de C. novyi sensu lato (62 souches de C. botulinum du groupe III dont 4 de 

type C, 2 de type D, 11 de type D/C, 40 de type C/D et 5 dépourvus du gène de la toxine, 2 souches 

de C. novyi dont un de type A et un de type B et une souche de C. haemolyticum). Les souches pures 

ont été isolées à partir de différentes matrices pour être le plus représentatif possible de la diversité 

de ce groupe et de différents pays. Le nombre de répétitions en tandem a ensuite été déterminés pour 

chaque région VNTR après amplification par PCR en point final suivie par une étape d’électrophorèse 

capillaire en utilisant le kit Agilent DNA 12 000 (Agilent, Les Ulis, France) et l’appareil Agilent 2 

http://minisatellites.i2bc.paris-saclay.fr/


102 
 

100 Bioanalyzer (Agilent, Les Ulis, France). Un séquençage des amplicons a également été effectué 

pour valider que la taille du fragment d’ADN amplifié corresponde bien au nombre de répétitions 

présentes déterminées à partir de l’électrophorèse capillaire. Pour chaque échantillon, un code MLVA 

à 9 chiffres correspondant aux nombres de répétitions de chaque VNTR a ainsi été obtenu (Auricchio 

et al., 2019). Les codes ont ensuite été importés dans le logiciel BioNumerics 7.5, où chaque nombre 

de répétitions d’un VNTR est rentré comme valeur de caractère, et un dendrogramme a été calculé en 

utilisant un coefficient catégoriel et un algorithme de regroupement UPGMA (Unweighted pair group 

method with arithmetic mean) (Figure 23) (Auricchio et al., 2019). Une table de correspondance entre 

la taille de l’amplicon déterminée par l’électrophorèse capillaire et le nombre de répétitions effectif 

en séquençage a été élaborée de façon à pouvoir déduire rapidement le code MLVA de chaque souche 

testée sans passer de manière systématique par l’étape de séquençage (Tableau 7b). Cette étape reste 

cependant nécessaire dès lors que la taille déterminée via électrophorèse capillaire ne correspond pas 

aux valeurs attendues et indiquées dans ce tableau. 
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Tableau 7 :  a) Liste des amorces pour l'amplification des 9 régions VNTR de la méthode MLVA développée pour le typage des souches de Clostridium 

botulinum du groupe III. b) Tableau de correspondance des tailles des amplicons selon le nombre de répétitions pour chaque VNTR étudié. 

Source: Standard Operating Procedure on MLVA for C. botulinum group III, Anniballi et al 

 

VNTR 
  

 
Taille du 
VNTR 

(pb) 
 

Taille de l’amplicon 
(pb) 

 1 répétition 2 répétitions 3 répétitions 4 répétitions 5 répétitions 6 répétitions 7 répétitions 

MLVA_ANB_14 21 108 129 (118-139) 150 (140-161) 171 (162-180) 192 213 (203-224) 234 (236-245) 

MLVA_ANB_15 11 208 (202-213) 219 (215-226) 230 (227-235) 241 252 263 274 

MLVA_ANB_16 20 222 (212-230) 242 (240-254) 262 (256-270) 282 302 (290-311) 322 342 

MLVA_ANB_17 12 222 234 (230-240) 246 (242-250) 258 (254-263) 270 282 294 

MLVA_ANB_18 9 164 173 (171-177) 182 (179-186) 191 (189-195) 200 (196-204) 209 218 

MLVA_ANB_19 9 156 (152-160) 165 (161-170) 174 (172-178) 183 (179-186) 192 (188-191) 201 210 

MLVA_ANB_20 15 243 (243-250) 258 (251-260) 273 288 303 318 333 

MLVA_ANB_23 15 235 250 (244-258) 265 (259-273) 280 (274-282) 295 310 325 

MLVA_ANB_24 18 161 179 (178-187) 197 (190-201) 215 233 251 269 

VNTR                   Amorce sens (5'-3')                                             Amorce antisens (5'-3')                                Séquence de la répétition (5'-3') 

MLVA_ANB_14 CATATTTCCGCAGCCGTT TGTGTTGAAGGCATGAATCC GCAAGGATTCATGCTTTCAAC 

MLVA_ANB_15 TGGATCATGTGAAAATGCAAG CAGCTCCTGCCTTCGCTA AAGTAATAAAA 

MLVA_ANB_16 GAAGCTGTAGGGCGTAGACAA TGTCCTGGCATCAATTCTGA AAAGTAAAGTAAAGGAAAGT 

MLVA_ANB_17 TTTCTTCGTGCAATCCCTCT GAAAATGCAAGGATGCTAAGA ATCTTTTTCTTT 

MLVA_ANB_18 TGTGAACCTGCCAACCCT GGTGCACATTGACAACAGC CATCATAAA 

MLVA_ANB_19 TTATCCGGGGTTCCCATT CAACTTGATACCGGCCCC GAAGAAATA 

MLVA_ANB_20 GGACGCAACCTCAGAGAATG ACTTCTTCGTCCATAGCTCCA GTTTAAATAATGAAG 

MLVA_ANB_23 GGTTTAGATGCTAGAGGGTTTGA AACGTGCTTCAAAAGGCAGT TTTTAATATCCTTTA 

MLVA_ANB_24 CTGTTTCTCCCCTTTGTGTCA GGCGTTAAAGGAAGCGGTAG CTTTAAAGCTTTACTAAA 
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Figure 23 : Dendrogramme calculé à partir des codes MLVA des échantillons testés lors du 
développement de la méthode à l’ISS.  

Source : Auricchio et al., 2019. 
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La méthode MLVA a été choisie au départ dans le cadre du projet ANIBOTNET car elle permet 

de travailler non seulement avec des souches pures mais également avec des extraits d’ADN bruts 

(Chen et al., 2011), ce qui présente un intérêt majeur dans le cas de C. botulinum GIII pour lequel 

l’isolement des souches est une étape compliquée.  

Au début de ma thèse, l’ISS avait donc développé cette méthode MLVA, l’avait testé sur une 

collection de souches pures représentatives des épisodes de botulisme animal en Europe, sur des 

extraits d’ADN bruts issus de la collection du LNR français et avait rédigé un protocole mis à 

disposition des partenaires du projet (Annexe 4). 

Ces travaux ont été présentés lors d’un workshop sur le botulisme en Mars 2019 à Maisons-

Alfort (Auricchio et al., 2019) mais n’ont pas encore été publiés dans un journal à comité de lecture.  

1.3. Transfert de la méthode au laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort 

Au cours de mon projet de thèse, un séjour de recherche à l’ISS de Rome a été organisé du 23 

Septembre au 2 Octobre 2019 pour effectuer une formation sur la méthode MLVA au CNR italien. 

Lors de cette formation, les différentes étapes de la MLVA ont été passées en revue (Enrichissement, 

extraction d’ADN, PCR, électrophorèse capillaire) ainsi que le traitement des données sur le logiciel 

BioNumerics et la construction d’un dendrogramme. Ce séjour a fait l’objet d’une bourse de mobilité 

attribuée par l’association MEDVETNET et d’une seconde bourse de mobilité attribuée par l’école 

doctorale EGAAL. 

Compte tenu de la règlementation MOT et des difficultés découlant de cette règlementation 

pour les échanges de souches ou d’ADN, il n’a pas été envisagé de réaliser un essai de comparaison 

entre les laboratoires à partir du même panel de souches. Le LNR et l’ISS ont très peu de souches en 

commun dans leur collection. Sans cet aspect règlementaire, le transfert de méthode aurait été fait via 

la comparaison des résultats obtenus pour un panel de souches et aurait grandement simplifié la mise 

en place de la méthode au laboratoire. 

2. Évaluation de la méthode MLVA sur des échantillons du LNR botulisme aviaire 

2.1.  Changement de kit d’électrophorèse capillaire 

Des premiers tests ont été effectués dans le cadre de mon projet de thèse lors du transfert de la 

méthode au sein du LNR botulisme aviaire avec le kit d’électrophorèse capillaire Agilent DNA 12 

000 (Agilent, Les Ulis, France). Ce kit est recommandé pour la séparation des fragments ayant une 

taille comprise entre 100 et 12 000 paires de base avec un taux d’erreur d’environ 15 %. Les tailles 
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attendues pour les amplicons des 9 régions VNTR sont comprises entre 150 et 300 paires de base. Le 

kit Agilent DNA 1000 (Agilent, Les Ulis, France) est recommandé pour des fragments d’ADN d’une 

taille située entre 25 et 1000 paires de base avec un taux d’erreur d’environ 10 %. Ce kit apparait 

donc plus adapté compte tenu de la taille attendue des amplicons ciblées dans notre schéma MLVA 

et a donc été retenu pour réduire la marge d’erreur dans la suite des essais. 

2.2.  Évaluation de la méthode sur différents types de souches de C. novyi sensu lato 

La méthode MLVA a été testée sur des souches isolées au cours de la thèse avec le nouveau 

protocole d’isolement dans le but de l’évaluer dans les conditions du laboratoire (équipements 

présents dans l’unité HQPAP, réactifs, effet manipulateur). Au total, 20 souches isolées au cours la 

thèse ont été testées (15 de type C/D, 4 de type D et 1 de type D/C). Cette sélection de souches est 

représentative des épisodes de botulisme aviaire en France entre 2014 et 2019 (Le Gratiet et al., 2020). 

Après amplification par PCR des 9 régions VNTR, les amplicons ont ensuite été séquencés pour 

vérifier que le nombre de répétitions déterminées par électrophorèse capillaire correspondait bien au 

nombre réel de répétitions présentes dans le génome.  

Malgré le nombre faible de souches testées, les résultats de typage des 20 souches sélectionnées 

montrent une répartition des souches en fonction de leur type toxinique (Figure 1 de l’article présenté 

au JRA page 131). Ce résultat concorde avec ceux obtenus lors d’analyses génomiques qui 

aboutissent globalement à la répartition des souches en lignée en fonction de leurs types toxiniques 

(avec des exceptions pouvant être expliquées par des transferts horizontaux de gènes, dont celui 

codant pour la toxine botulique présent dans un phage (Skarin & Segerman, 2014)). 

La reproductibilité est un des critères à évaluer lors du développement d’une méthode de typage 

(van Belkum et al., 2007). Les résultats des analyses MLVA obtenus pour les 20 souches testées ont 

montré des amplifications non reproductibles d’un essai à l’autre et un effet laboratoire pour les 

VNTR 20 et 23. L’effet « laboratoire » a pu être mis en évidence via la représentation des résultats 

dans un dendrogramme. Sous l’influence des résultats obtenus pour les VNTR 20 et 23, les souches 

se regroupaient par laboratoire. Ces deux cibles ont donc été éliminées.  

Pour les souches de type C/D françaises testées ici, une amplification a été détectée pour les 7 

régions VNTR. Les pourcentages de similarité entre ces souches de type C/D sont compris entre 

52,2% et 100%, avec des profils MLVA proches de celui du génome de référence de type C/D 

BKT015925. Aucun lien entre les profils MLVA des souches françaises et leur origine géographique 

n’a pu être mis en évidence. Un regroupement des souches selon le pays d’origine semble cependant 

observé, les souches provenant d’Italie étant groupées séparément des souches provenant de France. 
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Cependant, l’année d’isolement des souches italiennes n’étant pas précisée, aucune conclusion ne 

peut être tirée sur cette tendance. De plus, les quelques souches en provenance d’Allemagne ou de 

Suède s’intercalent avec les souches françaises et italiennes, montrant la nécessité d’inclure un plus 

grand nombre de souches originaires d’autres pays pour pouvoir tirer des conclusions.  

Pour les souches de type D/C françaises, seuls 3 ou 4 régions VNTR ont pu être amplifiées sur 

les 7 analysées. L’absence d’amplification peut être expliquée par l’absence de la région VNTR dans 

le génome de ces souches ou la survenue d’une ou plusieurs mutations au niveau de la région ciblée 

par les amorces. Le génome servant de référence au développement du schéma MLVA provenant 

d’une sous-lignée différente de ces souches (sous-lignée Ia pour BKT015925, les souches de type 

D/C sont majoritairement de la sous-lignée Ib), ceci pourrait expliquer pourquoi certaines régions 

n’amplifient pas correctement. Cependant, peu de souches de ce type toxinique ont été testées dans 

l’étude. En analysant les génomes de type D/C séquencés en 2021 (Fillo et al., 2021), il s’est avéré 

que le VNTR19 qui ne présente pas d’amplification dans notre étude est bien présent sur les génomes. 

Cependant, plusieurs mutations au niveau de la séquence ciblée par l’amorce sont observées, ce qui 

valide l’hypothèse d’une absence d’amplification due à des amorces non adaptées à ces souches. Le 

VNTR17 n’est quant à lui pas présent sur les génomes de type D/C analysés. La méthode MLVA 

actuelle basée sur les 7 VNTR est donc plutôt adaptée aux souches de type C/D et moins au type D/C.  

Enfin, pour les souches de type D testées au cours de mon projet de thèse, il n’y avait aucune 

amplification pour les 7 régions VNTR analysées. Ces résultats suggèrent que ces souches sont très 

éloignées génétiquement de la souche utilisée pour le développement de la méthode et que ces 7 cibles 

VNTR ne sont sans doute pas adaptées pour la caractérisation de ces souches de type D. Ces souches 

ont été impliquées dans des épisodes de botulisme dans des élevages de dindes en France entre 2014 

et 2020 (7 épisodes au total). L’émergence de ce type d’épisodes interpelle, d’autant plus que la 

littérature ne rapporte aucun épisode de botulisme de type D pour cette espèce animale. Des études 

complémentaires sont donc nécessaires pour mieux caractériser ces souches de type D associées à des 

épisodes de botulisme dans des élevages de dindes. 

Ces résultats ont été présentées sous la forme d’une communication orale et d’un article lors 

des Journées de la Recherche Avicole et Palmipèdes à foie gras (JRA) qui se sont déroulées le 9 et 

10 Mars 2022 à Tours.  

2.3.  Application de la méthode à l’étude d’épisodes de botulisme animal 

Pour appliquer cet outil de typage et évaluer son intérêt pour l’étude d’épisodes de botulisme 

animal en conditions réelles, deux épisodes de botulisme animal au cours desquels un suivi 
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longitudinal de plusieurs mois a été mis en place par le LNR ont été sélectionnés. L’objectif dans ces 

deux cas était de tracer la contamination dans le temps et d’identifier la source de contamination en 

travaillant principalement avec des extraits d’ADN bruts. 

2.3.1. Exemple 1 d’application : Épisode de botulisme de type D/C 

2.3.1.1. Présentation de l’épisode et du suivi dans le temps 

Le premier épisode retenu pour l’évaluation de la MLVA est un épisode de botulisme bovin de 

type D/C survenu en 2018 dans un élevage mixte comprenant un atelier bovin et un atelier volaille. 

La description de l’épisode et de l’ensemble des investigations menées sont présentées en détail dans 

un article scientifique publié en 2021 dans le journal Frontiers in Microbiology.  

Brièvement, l’épisode a débuté dans l’atelier bovin comprenant 92 vaches laitières. Le 

diagnostic a été établi sur la base des signes cliniques puis confirmé via la détection de C. botulinum 

de type D/C par PCR en temps réel (Le Marechal, 2019). L’épisode s’est ensuite étendu à l’atelier 

des génisses, aboutissant à la mort de 97 animaux sur les 117 présents sur l’élevage soit un taux de 

mortalité de 79 %. 

Afin d’identifier la source de contamination de cet épisode, une enquête épidémiologique a été 

menée dans l’exploitation. Au cours de l’épisode, 40 prélèvements d’environnement ont été collectés 

et ont permis la mise en évidence de C. botulinum type D/C dans 16 d’entre eux (fumier de volaille, 

certains composants de la ration, le godet du tracteur servant à la manipulation du fumier de volaille 

et des aliments et dans les bâtiments de stockage de l’aliment, le bac d’équarrissage, le lisier de bovin, 

la mélangeuse, logette du bâtiment bovin, le rideau extérieur et de l’intérieur du grillage du bâtiment 

d’élevage de volaille ). Cette première série de résultats a permis d’émettre l’hypothèse suivante : le 

fumier de volaille positif pour C. botulinum type D/C aurait contaminé le godet du tracteur (lui-même 

détecté positif). Ce dernier a été ensuite utilisé pour préparer la ration des bovins (3 composants de la 

ration détectés positifs) puis distribués aux animaux ; les refus de ration des vaches laitières ont été 

donnés aux génisses, expliquant le décalage dans le temps au niveau de l’apparition des signes 

cliniques. La contamination du fumier de volaille pourrait s’expliquer par un portage sain des 

animaux de ce lot.  

Suite à cet épisode, un chantier de nettoyage et désinfection a été mis en place au niveau de 

l’atelier volaille. Le premier contrôle a montré une persistance de C. botulinum au niveau du bâtiment. 

Compte tenu du contexte et de ces résultats, un suivi des lots successifs de poulets de chair a été mis 
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en place dans l’élevage pour évaluer la contamination dans le temps. Ce suivi a permis de mettre en 

évidence une contamination du matériel du couvoir avant l’entrée des poulets de chair dans l’élevage.  

Une enquête épidémiologique a donc été menée ensuite au couvoir et a permis de détecter C. 

botulinum de type D/C dans 6 sur les 58 échantillons prélevés. 

2.3.1.2. Utilisation de la MLVA. 

Sur les 278 prélèvements effectués au cours de cette étude épidémiologique, 65 se sont révélés 

positifs pour C. botulinum de type D/C. La chronologie des évènements et les résultats de détection 

ont permis d’émettre des hypothèses au niveau de l’origine de la contamination qui a abouti à 

l’épisode de botulisme bovin et sur les voies de dissémination et de persistance. Cependant, sans 

typage des souches, il n’est pas possible de confirmer ces hypothèses. Le schéma MLVA développée 

à l’ISS a donc été appliqué à cet épisode pour comparer les échantillons positifs.  

L’isolement des souches à partir des échantillons positifs n’a pas été possible, les extraits 

d’ADN bruts ont donc été utilisés. Une sélection a été opérée au niveau de l’ensemble des échantillons 

afin d’être aussi représentatif que possible de l’ensemble des investigations menées sur le terrain. Un 

total de treize échantillons a ainsi été retenu. La méthode MLVA a été utilisée selon le protocole 

établi par le CNR botulisme italien (Standard Operating Procedure MLVA C. botulinum Group III, 

cf Annexe 4). Les analyses ont été réalisées par électrophorèse capillaire et séquençage.  

La MLVA a permis de mettre en évidence deux profils différents au sein des treize échantillons 

indiquant que deux souches différentes ont été détectés au cours de l’investigation. Le fait que 10 

échantillons (provenant du fumier de volaille, du contenu du rumen, du godet et du méteil) possèdent 

le même profil MLVA indique que l’hypothèse la plus probable pour expliquer la contamination est 

celle d’un transfert de C. botulinum depuis le fumier de volailles vers les bovins via un transfert par 

le godet du tracteur. La présence d’échantillons provenant du couvoir avec le même profil MLVA 

démontre que la même souche circule dans l’exploitation et dans le couvoir. Les investigations 

menées ne permettent pas de déterminer si la contamination initiale s’est opérée depuis l’élevage ou 

depuis le couvoir.  

Un poster sur cet épisode et l’utilisation de la MLVA a été présenté lors du congrès international 

One Health EJP Annual Scientific Meeting 2021 qui a eu lieu du 9 au 11 Juin 2021 (Annexe 2) 



110 
 

2.3.1.3. Article n°2 

Article N°2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Souillard, R., Grosjean, D., Le Gratiet, T., Poezevara, T., Rouxel, S., Balaine, L., Macé, S., 

Martin, L., Anniballi, F., Chemaly, M., Le Bouquin, S., & Le Maréchal, C. 

Frontiers in microbiology, 2021, 12, 679377. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.679377 

Asymptomatic carriage of C. botulinum type D/C in 
broiler flocks as the source of contamination of a 
massive botulism outbreak on a dairy cattle farm. 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.679377
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2.3.2. Exemple 2 d’application : Épisode de botulisme de type C/D 

2.3.2.1. Présentation de l’épisode et du suivi dans le temps 

Le deuxième cas d’étude retenu pour l’évaluation de la MLVA en conditions réelles est un 

élevage de dindes ayant rencontré des épisodes successifs de botulisme entre Avril 2019 et Août 

2020. Cette exploitation avicole comprend 4 bâtiments d’élevage. Après l’apparition de signes 

cliniques chez des dindes (Figure 24) dans 3 des 4 bâtiments de l’élevage, le botulisme a été suspecté. 

Le premier épisode a été confirmé par PCR sur des foies de dindes du bâtiment 2 en Avril 2019 puis 

en Mai 2019 dans le bâtiment 4 et en Juin 2019 dans le bâtiment 1. Le type toxinique C/D a été 

détecté. Des taux de mortalité très élevés ont été rapportés dans les 3 bâtiments (100 % des mâles 

dans 2 bâtiments, 100 % des femelles dans le troisième). Le bâtiment 3 n’a pas été touché. 

 

 

 

 

 

 

 

Suite à la confirmation du botulisme dans l’exploitation, une enquête épidémiologique a été 

menée et C. botulinum de type C/D a été détecté dans 25 prélèvements sur 43. Cette enquête a permis 

de suspecter en particulier le blé qui servait à l’alimentation des animaux des 3 bâtiments atteints. En 

Septembre 2019 et en Août 2020, deux récidives de botulisme C/D ont été confirmées dans 

l’exploitation.  

2.3.2.2. Utilisation de la MLVA pour tracer la contamination. 

Pour valider l’hypothèse émise sur l’origine de contamination du premier épisode et la 

persistance de la souche dans l’exploitation entrainant les deux récidives, la méthode MLVA a été 

utilisée pour caractériser les souches présentes dans des échantillons représentatifs de l’enquête 

épidémiologiques. Au total, 9 échantillons positifs (Tableau 8) ont été sélectionnés en fonction de 

leur intérêt dans l’enquête et de la charge bactérienne estimée lors de la PCR de détection (Ct < 30). 

Six échantillons de foies provenant des trois épisodes ont été inclus dans l’étude (3 foies du premier 

Figure 24 : Dindes présentant des signes cliniques dans un des trois bâtiments affectés.  

Source : J. Boutant 
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épisode provenant des bâtiments 2 et 4, un foie du deuxième épisode et deux foies du troisième 

épisode). En ce qui concerne les prélèvements d’environnement de l’exploitation, un échantillon 

provenant du tas de blé stocké dans le hangar ainsi que deux échantillons d’environnement ont aussi 

été testés (une chiffonnette de la mangeoire du bâtiment 4 prélevée lors du premier épisode et une 

chiffonnette de la chaine d’alimentation prélevée lors du troisième épisode). 

Pour l’amplification des régions VNTR, contrairement à la première étude terrain, seulement 7 

des 9 régions ciblées ont été évaluées. Les résultats obtenus après électrophorèse capillaire et 

séquençage des amplicons indiquent que le même profil MLVA est retrouvé pour les 9 échantillons 

évalués dans cette étude (Figure 1 article JRA page 131, en bleu). 

 

Tableau 8 : Liste des échantillons testés pour la deuxième étude terrain et leurs codes MLVA 
correspondants. 

 

  

Dans cette étude, la MLVA a permis de montrer que le même profil est retrouvé dans l’ensemble 

des échantillons testés suggérant que le blé est bien la source de contamination initiale à l’origine de 

l’épisode et que la même souche a persisté au cours des épisodes. Ces résultats ont été valorisés dans 

la même présentation et le même un article que l’évaluation de la méthode sur les souches pures lors 

des 14ème journées de la recherche avicole et palmipèdes à foie gras (JRA) qui ont eu lieu les 9 et 10 

Mars 2022 à Tours. 

Échantillon VNTR14 VNTR15 VNTR16 VNTR17 VNTR18 VNTR19 VNTR24 

A- Foie épisode 1 bâtiment 2 3 3 2 3 6 4 2 

B- Foie épisode 1 bâtiment 4 3 3 2 3 6 4 2 

C- Foie épisode 1 bâtiment 4 3 3 2 3 6 4 2 

D- Blé 3 3 2 3 6 4 2 

E- Mangeoire 3 3 2 3 6 4 2 

F- Foie épisode 2 3 3 2 3 6 4 2 

G- Foie épisode 3 3 3 2 3 6 4 2 

H- Foie épisode 3 3 3 2 3 6 4 2 

I- Chaîne d'alimentation 3 3 2 3 6 4 2 
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3. Calcul du pouvoir discriminant de la méthode MLVA 

Le pouvoir discriminant d’une méthode de typage est sa faculté à distinguer deux souches non 

liées. Un indice de discrimination particulièrement utilisé pour évaluer l’outil de typage MLVA est 

l’indice Hunter-Gaston (HGDI) (Hunter et Gaston., 1988) qui se calcule comme ceci : 

Équation 1 : Indice Hunter-Gaston  

𝐷 = 1 − 1𝑁(𝑁 − 1) ∑ 𝑛𝑗(𝑛𝑗 − 1)𝑆
𝑗=1  

Avec D correspondant à l’indice de discrimination, compris entre 0 et 1, N le nombre total de 

souches évaluées, S le nombre de profils MLVA différents retrouvés, nj le nombre de souches 

présentes dans le profil MLVA j. Pour qu’une méthode soit considérée comme discriminante, la 

valeur de D doit être comprise entre 0, 90 et 0,99 (Hunter et Gaston, 1988). Pour notre évaluation, les 

résultats de typage de 53 souches ont été pris en compte :  

- 30 souches provenant des résultats de l’ISS, en ne prenant en compte que celles retrouvées 

dans des espèces aviaires. 

- 20 souches isolées au cours de la thèse. 

- 3 souches provenant des deux épisodes présentés précédemment (2 profils pour le cas de 

type D/C, 1 profil pour le cas de type C/D). Malgré la présence de plusieurs échantillons avec 

le même profil MLVA, seul un échantillon est retenu par profil pour éviter d’avoir un biais 

dans le calcul car l’origine des échantillons est la même. 

L’indice HGDI a été calculé à partir des profils MLVA obtenus avec 7 régions VNTR, en 

éliminant les régions VNTR 20 et 23. L’indice HGDI calculé sur la base des résultats des 53 souches 

pour les 7 VNTR est de D = 0,98 ± 0, 018 avec un intervalle de confiance à 95% (Grundmann et al., 

2001). Cet indice étant situé entre 0,95 et 0,99, la méthode MLVA peut être considérée comme très 

discriminante. L’indice a aussi été calculé pour chacune des 7 régions VNTR individuellement. Les 

7 indices HGDI calculés se situent entre 0,41 et 0,80, ce qui explique l’intérêt d’avoir le plus de cibles 

possibles lors du développement d’un schéma MLVA (Tableau 9). 

Tableau 9 : Indices de discrimination Hunter et Gaston (HGDI) calculés pour chaque VNTR et pour le 
schéma MLVA avec 7 VNTR (un intervalle de confiance à 95%). 

 VNTR14 VNTR15 VNTR16 VNTR17 VNTR18 VNTR19 VNTR24           Σ VNTR 

HGDI 0,80 ± 0,03 0,71 ± 0,05 0,41 ± 0,15 0,73 ± 0,05 0,79 ± 0,05 0,61 ± 0,10 0,60 ± 0,06 0,98 ± 0,02 
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3. Stabilité de la méthode 

La stabilité d’une méthode de typage est un critère important lors de l’évaluation d’un outil. 

Une méthode est dite stable lorsque la cible n’évolue pas trop rapidement lors des étapes de 

repiquages et sous-cultures de la souche en laboratoire (van Belkum et al., 2007). Pour notre méthode, 

cela veut dire que le nombre de répétitions de chaque région VNTR ne doit pas évoluer au cours de 

ces étapes. Pour s’assurer de la stabilité de la méthode, la souche de référence de type C/D 

BKT015925 a été mise en culture puis repiquée à 10 reprises (1 mL de culture bactérienne dans 9 mL 

de milieu TPGY pour chaque repiquage, culture de 24 heures minimum à 37 °C en conditions 

anaérobies). Une extraction d’ADN a ensuite été réalisée sur la première et la dernière culture puis 

les extraits d’ADN ont été soumis à la méthode MLVA et les deux profils obtenus ont été comparés. 

Les résultats de ce test ont montré que les profils MLVA des deux extraits sont identiques, confirmant 

que la méthode est stable pour les 7 régions ciblées de C. botulinum du groupe III. 

4. Conclusion et perspectives sur la méthode MLVA  

Le développement d’une méthode MLVA pour caractériser des souches de C. botulinum du 

groupe III est une avancée majeure pour valider les hypothèses émises lors d’enquêtes 

épidémiologiques. L’isolement des souches étant encore très difficile voire impossible pour les 

échantillons provenant de matrices complexes, disposer d’une méthode de typage ne nécessitant pas 

cette étape d’isolement est essentiel. Les résultats obtenus au cours de cette thèse et lors du 

développement de la MLVA par l’ISS montrent que cette méthode est bien adaptée aux souches de 

la lignée Ia (type C/D), avec une amplification PCR pour l’ensemble des 7 régions VNTR du schéma 

MLVA (stabilité des cibles, reproductibilité, pouvoir discriminant, concordance épidémiologique). 

Pour les souches des autres lignées, la méthode ne permet pas l’obtention d’une amplification de 

manière systématique pour toutes les cibles, en particulier pour les souches de type D pour lesquelles 

aucune amplification n’a été obtenue. La recherche d’autres cibles plus adaptées sur des génomes 

complets des lignées pour lesquelles les 7 VNTR ne semblent pas appropriés (Woudstra et al., 2021) 

pourrait permettre de pallier ce problème.  

Ces travaux de thèse ont permis le transfert de la méthode MLVA depuis l’ISS au laboratoire 

de Ploufragan et cette approche pourra être utilisée très prochainement en routine dans le cadre des 

analyses du LNR botulisme aviaire.  

La suite des travaux de thèse a porté sur l’exploitation des génomes de C. novyi sensu lato et 

notamment des régions VNTR.   
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5. Publications en lien avec la méthode MLVA 

Publication pour les Journées de la Recherche Avicole et Palmipèdes à Foie gras  

CARACTERISATION DE CLOSTRIDIUM BOTULINUM DANS LE CADRE D’EPISODES 
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RÉSUMÉ 
Le botulisme aviaire est une maladie neuroparalytique sévère, dû à l’action de la toxine botulique produite par 
Clostridium botulinum, touchant à la fois les oiseaux sauvages et d’élevage. L’absence d’outils de typage aboutit 
à une méconnaisance de l’épidémiologie du botulisme aviaire. L’isolement des souches de C. botulinum est 
difficile, ce qui empêche d’appliquer directement les outils qui existent en routine pour d’autres espèces 
bactériennes et nécessite le développement d’outils dédiés et adaptés. Une méthode de typage nommée Multi Loci 
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) analysis (MLVA) a ainsi été développée récemment pour 
caractériser C. botulinum dans le cadre d’épisodes de botulisme animal directement à partir des échantillons, sans 
étape d’isolement. Cette méthode basée sur le polymorphisme de régions répétées (VNTR) consiste à amplifier 7 
cibles différentes par PCR puis à déterminer pour chaque cible le nombre de répétitions. L’objectif de notre étude 
était de caractériser C. botulinum dans le contexte d’épisodes de botulisme aviaire en France via cette méthode 
MLVA. Vingt souches pures représentatives de la collection du LNR botulisme aviaire ont été sélectionnées et 
comparées par MLVA. Les résultats montrent que les souches de type C/D, type le plus fréquent en aviaire, se 
regroupent ensemble avec un pourcentage de similarité compris entre 52,2 et 100%, que ces souches soient 
associées à un foyer en élevage ou un cas en faune sauvage. Notre étude n’a pas permis la mise en évidence de 
lien entre la répartition des souches selon leur profil MLVA et l’année, le département ou l’espèce d’origine. La 
méthode a également été testée dans le cadre d’investigations menées dans un élevage de dindes présentant des 
récidives sur des lots successifs. Le même profil a été détecté au cours des 3 épisodes différents, suggérant la 
persistance de la souche au cours du temps. Cette étude montre que la MLVA constitue un outil de typage 
prometteur pour explorer l’épidémiologie moléculaire du botulisme aviaire, que ce soit à partir de souches isolées 
ou d’échantillons du terrain. 
 

ABSTRACT 
Typing of C. botulinum involved in avian botulism outbreaks in France: Evaluation of a new tool. 
Avian botulism is a severe neuroparalyic disease affecting both poultry and wild birds. This disease is due to the 
action of the botulinum neurotoxin produced by Clostridium botulinum. Unavailibity of typing tools results in a 
poor understanding of the epidemiology of avian botulism. Indeed, C. botulinum isolation is very difficult, 
preventing the use of common typing tools. The development of typing tools dedicated to the study of C. botulinum 

is needed. A typing tool named Multi Loci VNTR Analysis (MLVA) has been recently developed to characterize 
C. botulinum within the frame of animal botulism, directly useable on samples without requiring strain isolation. 
This method is based on the polymorphism of repeated regions (VNTR). Seven VNTR regions are amplified using 
PCR and sized to determine the number of repeats of each region. The aim of this study was to characterize C. 

botulinum involved in avian botulism outbreaks in France using MLVA. Twenty isolated strains representative of 
the French NRL collection were selected and compared. Results showed that French type C/D strains, the most 
common neurotoxin type in avian botulism clustered together with similarities ranging from 58.2% to 100%, 
including both wild bird and poultry strains. No link was highlighted in our study between strain distribution and 
factors such as year of the outbreak, location or bird species. MLVA was also directly tested on samples collected 
in a turkey farm where recurrent botulism outbreaks occured in successive flocks. The same MLVA profil was 
detected on samples collected from 3 different outbreaks, suggesting the persistence of the strain over time in the 
farm. This study showed that MLVA is a promising typing tool for the exploration of the molecular epidemiology 
of avian botulism, either on isolated strains or on field samples.  
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INTRODUCTION 

Le botulisme est une maladie neuroparalytique sévère 
causée par l’action de la neurotoxine botulique 
produite par des bactéries du genre Clostridium, 
notamment Clostridium botulinum, bactérie ubiquitaire 
à coloration de Gram positif, anaérobie stricte et 
sporulée. Neuf types de toxine botulique sont décrites 
(classés de A à G, H et X) et plus de 40 sous-types ont 
été caractérisés à ce jour (Peck et al., 2017). 
De nombreuses espèces animales sont sensibles au 
botulisme dont les espèces aviaires. En France, environ 
25 foyers de botulisme aviaire ont été recensés 
annuellement sur la période 2009-2019 (Anses 2021), 
la toxine majoritairement identifiée étant la toxine C/D 
(Anses 2021). Des épisodes associés aux toxines C, D, 
D/C ou E sont également rapportés mais à une 
fréquence beaucoup plus faible. En élevage, les 
épisodes de botulisme entrainent des pertes 
économiques majeures (Souillard et al. 2014). Les 
foyers de botulisme en avifaune sauvage vont pour leur 
part avoir des conséquences écologiques importantes, 
certains épisodes pouvant affecter jusqu’à plusieurs 
dizaines de milliers d’oiseaux sauvages (Rocke 2006).  
Malgré ce contexte, l’épidémiologie du botulisme 
aviaire est encore méconnue et les données 
d’épidémiologie moléculaire relatives aux souches 
impliquées dans le botulisme animal sont quasi 
inexistantes à ce jour. Ceci s’explique principalement 
par le fait que ces souches sont difficiles à isoler. 
Différents facteurs expliquent cette difficulté 
notamment l’absence de milieu sélectif. Cela constitue 
actuellement un verrou méthodologique à la 
caractérisation des souches de C. botulinum 
responsables des épisodes de botulisme animal. 
L’approche classique pour typer une souche 
bactérienne est d’isoler la souche puis de la caractériser 
ensuite. Une stratégie pour pallier la difficulté 
rencontrée pour isoler les souches de C. botulinum est 
l’utilisation d’outils permettant de s’affranchir de cette 
étape d’isolement.  
La méthode de typage appelée Multi Loci VNTR 
(Variable Number of Tandem Repeats) Analysis 
(MLVA) est basée sur le polymorphisme de plusieurs 
VNTR, des régions du génome présentant des 
séquences répétées. Cette méthode consiste en la 
détermination du nombre de répétitions au niveau de 
de différents VNTR. Elle présente l’avantage majeur 
d’être utilisable directement à partir des ADN bruts. 
Cette méthode est en effet basée sur des amplifications 
par PCR, permettant de travailler directement sur les 
échantillons (Chen et al. 2011). La MLVA est 
couramment utilisé avec succès pour le typage de 
nombreuses espèces bactériennes pathogènes (Van 
Belkum. 2007), dont les souches de C. botulinum 
impliquées dans le botulisme humain (Fillo et al. 
2011). 
Une méthode MLVA a été développée pour typer C. 

botulinum dans le contexte d’épisodes de botulisme 

animal dans le cadre d’un projet précédent 
(ANIBOTNET) et testée sur un panel de souches 
européennes (Auricchio et al, 2019). 
L’objectif de notre étude est de tester cette méthode 
MLVA à la fois sur des souches isolées en France mais 
également sur des échantillons du terrain collectés dans 
le cadre d’investigations épidémiologiques menées 
dans un élevage avicole.  

1. MATERIELS ET METHODES 

1.1. Sélection des souches et échantillons 

1.1.1 Souches pures de C. botulinum 

Vingt souches de C. botulinum de la collection du LNR 
botulisme aviaire représentatives des épisodes de 
botulisme aviaire français survenus entre 2014 et 2019 
(années, types toxiniques, espèces affectées, ratio 
élevage/faune sauvage, localisation) ont été 
sélectionnées pour être caractérisées selon la méthode 
MLVA qui a été développée pour C. botulinum de type 
C, D, C/D et D/C. Ces souches ont été isolées en 2019 
dans le cadre d’une étude précédente (Le Gratiet et al., 
2020). 

1.1.2 Echantillons collectés dans le cadre du suivi 
épidémiologique d’un épisode de botulisme 

La méthode a par ailleurs été testée afin d’évaluer la 
possibilité de tracer la contamination par C. botulinum 
au cours d’un épisode de botulisme via l’utilisation de 
l’approche MLVA. Pour cela, un élevage de dindes 
ayant connu des épisodes successifs de botulisme a été 
retenu. Le premier épisode a été confirmé en 
laboratoire en avril 2019 via l’analyse de foies 
d’animaux atteints qui a permis de mettre en évidence 
C. botulinum de type C/D par PCR. Sur les 4 bâtiments 
que comprend l'élevage, 3 ont été atteints avec des taux 
de mortalité élevés (100% des mâles dans 2 bâtiments 
et 100% des femelles dans le troisième). L’apparition 
des signes cliniques a été observée à 55 jours dans un 
bâtiment et 82 et 93 jours dans les 2 autres bâtiments. 
Pour notre étude, 3 foies provenant de 2 bâtiments ont 
été inclus (Echantillons A, B, C).  
Une enquête épidémiologique a ensuite été menée dans 
cet élevage pour identifier la source de contamination 
et a permis de détecter C. botulinum de type C/D dans 
un tas de blé (5 positifs sur 8 échantillons prélevés sur 
l’ensemble du tas) stocké dans un hangar de l’élevage 
et utilisé par l’éleveur en complément de l’aliment 
commercial dans les 3 bâtiments atteints. Ce blé n’était 
pas utilisé dans le quatrième bâtiment de l’élevage, non 
atteint pendant l’épisode. Un échantillon de blé 
provenant du tas de blé positif pour C. botulinum type 
C/D (Echantillon D) et une chiffonnette prélevée au 
niveau d’une mangeoire d’un des bâtiments atteints 
(Echantillon E) ont été inclus dans notre étude.  
L’élevage a ensuite connu deux récidives de botulisme 
en septembre 2019 et aout 2020. Des foies prélevés sur 
des dindes présentant des signes cliniques lors de ces 
deux épisodes (Echantillons F, G et H) ainsi qu’une 
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chiffonnette de la chaine d’alimentation d’un des 
bâtiments atteint de botulisme lors du dernier épisode 
(Echantillon I) ont été inclus dans l’étude.  
Les 9 échantillons sélectionnés présentent un signal 
précoce en PCR (Ct inférieur à 30), afin de disposer 
d’une quantité d’ADN suffisante pour obtenir une 
amplification exploitable des régions VNTR testées. 

1.2. Typage de C. botulinum par MLVA 

Le typage par MLVA a été mis en œuvre tel que décrit 
précédemment (Souillard et al. 2021) en se basant sur 
l’analyse de 7 VNTR au lieu de 9 (les VNTR 20 et 23 
présentaient en effet des amplifications non 
reproductibles et laboratoires dépendants (données non 
présentées) et n’ont donc pas été utilisées dans le cadre 
de cette étude). Brièvement, 7 VNTR ont été amplifiées 
par PCR. La taille des amplicons a ensuite été 
déterminée par électrophorèse capillaire et le nombre 
de répétitions a été déterminée par séquençage Sanger 
des amplicons. Un code MLVA à 7 chiffres 
(correspondant au nombre de répétitions obtenus pour 
chaque VNTR) a été attribué à chaque échantillon. Les 
codes ont ensuite été importés dans le logiciel Bio 
Numerics 7.5 (Applied Maths, Sint‐Martens‐Latem, 
Belgique) pour la construction d’un dendrogramme 
construit en utilisant un coefficient catégoriel et 
l’algorithme UPGMA (Unweighted Pair Group 
Method with Arithmetic mean). Les profils MLVA de 
C. botulinum en provenance d’autres pays publiés 
précédemment (Auricchio et al. 2019) et d’échantillons 
typés dans le cadre d’une autre enquête 
épidémiologique (Souillard et al. 2021) ont été ajoutés 
dans le dendrogramme.  
L’indice de discrimination de Hunter-Gaston (HGDI) 
pour le schéma MLVA a été calculé (Hunter and 
Gaston, 1988) avec un intervalle de confiance à 95% 
(Grundmann et al., 2001). 

2. RESULTATS ET DISCUSSION  

2.1 Comparaison de la sélection des souches pures 
par MLVA 
Le premier objectif de notre étude était de comparer par 
MLVA une sélection de souches françaises de C. 

botulinum avec les autres souches déjà typées 
précédemment en utilisant la méthode MLVA 
(Auricchio et al. 2019, Souillard et al. 2021). L’indice 
HGDI calculé est 0.98 (95% CI 0,96 – 0.99), > 95%, 
valeur recommandée pour les schémas de typage.  
Le type toxinique le plus fréquemment associé au 
botulisme aviaire est le type C/D, les types D et D/C 
sont également détectés mais à une fréquence 
beaucoup plus faible (Anses 2021). Le profil de 4 
souches de type D et 3 de D/C a été inclus dans le 
dendrogramme. Bien que le nombre de souches de type 
D et D/C soit faible, une tendance des souches à se 
regrouper par type toxinique est observée (Figure 1). 
Cette répartition des souches en fonction de leur type 
toxinique par la méthode MLVA est en accord avec les 

analyses des génomes publiées dans la littérature qui 
montrent une répartition des souches dans des lignées 
différentes en fonction de leur type toxinique (Skarin 
et al. 2014 ; Fillo et al. 2021). Compte tenu du nombre 
restreint de souches, ce résultat reste cependant à 
confirmer via l’analyse d’un plus grand nombre de 
souches.  
Pour C. botulinum de type C/D, les souches françaises 
présentent un pourcentage de similarité compris entre 
52,2% et 100%. Elles se répartissent en 6 groupes de 1 
à 6 souches avec un pourcentage de similarité de 100%. 
Ces 6 groupes comprennent des souches provenant de 
départements différents, ne permettant pas de mettre en 
évidence un lien entre un profil MLVA et une origine 
géographique. 
A première vue, une tendance au regroupement des 
souches de type C/D par pays semble se dessiner dans 
la figure 1 sur la base de l’analyse des souches isolées 
en France et en Italie. Cependant, peu de souches 
d’autres pays que la France et l’Italie ont été typées par 
MLVA pour le moment. De plus, les quelques souches 
en provenance d’Allemagne et de Suède s’intercalent 
dans les groupes de souches d’origine française ou 
italienne, suggérant que des souches présentant des 
profils MLVA identiques peuvent être retrouvées 
malgré une origine géographique différente. Cette 
proximité de souches isolées de pays différents avait 
déjà été suggérée via la comparaison par PFGE (Pulse 
Field Gel Electrophoresis, autre méthode de typage 
bactérien très classique) de souches isolées en Suède et 
en Espagne pour des épisodes survenus en 2007, 2008, 
2010 et 2011 (Anza et al. 2014). Dans notre étude, 
l’année de survenue de l’épisode de botulisme n’est pas 
disponible pour l’ensemble des souches, ne permettant 
pas d’évaluer une éventuelle différence liée à l’année 
d’isolement. 
Le typage d’un nombre plus important de souches en 
provenance d’autres pays que la France et l’Italie est 
nécessaire pour explorer l’effet « origine 
géographique » et « date d’isolement » dans la 
comparaison des souches par MLVA. 
Des souches isolées de cas de botulisme en faune 
sauvage et de foyers en élevages se regroupent : un 
groupe de 10 souches (6 de faune sauvage et 4 
d’élevages ; cf. encadré rouge dans la Figure 1) 
présente ainsi un pourcentage de similarité d’au moins 
73% et un groupe de 2 souches (B19LNRB07 isolée de 
poulet et N19LNRB01 de canard colvert) présente un 
pourcentage de similarité de 100%. Un troisième 
groupe de 3 souches présente le même profil MLVA 
(B19LNRB11 provenant d’un élevage et B19LNRB06 
et B19LNRB13 provenant de cas en faune sauvage). La 
proximité génétique des souches impliquées dans les 
cas en faune sauvage et les épisodes en élevage a été 
rapportée récemment dans une étude menée via une 
comparaison génomique de souches isolées en Italie 
(Fillo et al. 2021). Aucun lien épidémiologique n’a 
cependant pu être mis en évidence entre ces cas (années 
et départements différents). Des analyses 
complémentaires sont nécessaires pour comparer des 
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souches isolées de mêmes zones géographiques et sur 
une même période afin d’évaluer et déterminer les 
risques de transmission entre la faune sauvage et les 
élevages. 
 
2.2 Utilisation de la MLVA pour identifier la source 
de contamination et tracer la contamination lors 
d’épisodes successifs de botulisme dans un élevage 
avicole.  
 
Le second objectif de notre étude était d’évaluer la 
possibilité d’utiliser la MLVA pour tracer la 
contamination via l’application de cette approche à 
l’étude d’un cas concret. Pour cela, 9 échantillons 
collectés dans le cadre d’épisodes successifs de 
botulisme de type C/D dans un élevage de dindes ont 
été sélectionnés. L’analyse MLVA de ces 9 
échantillons a permis d’obtenir le même profil dans 
tous les échantillons (Figure 1 en bleu), profil différent 
des profils obtenus pour les autres souches typées 
jusqu’alors, suggérant la présence de la même souche 
ou d’une souche très proche dans ces 9 échantillons. 
L’enquête épidémiologique menée dans cet élevage 
avait montré que le blé stocké dans l’élevage et 
distribué aux animaux constituait la source la plus 
probable de contamination à l’origine du premier 
épisode. Le même profil MLVA a été détecté dans les 
foies des animaux atteints, le blé stocké et la 
chiffonnette réalisée au niveau de la mangeoire dans un 
des bâtiments, supportant cette hypothèse. L’origine de 
la contamination lors des épisodes de botulisme aviaire 
est rarement identifiée, l’aliment est cependant souvent 
suspecté (Anses 2021). Notre étude semble donc 
confirmer l’aliment comme source de contamination à 
l’origine de l’initiation d’un épisode.  
Les échantillons collectés lors des 2 autres épisodes 
survenus la même année et l’année suivante présentent 
le même profil que les échantillons du premier épisode, 
suggérant l’implication de la même souche ou d’une 

souche très proche dans l’ensemble des épisodes de 
botulisme dans cet élevage. Les analyses de détection 
de C. botulinum de type C/D réalisées après les 
opérations de nettoyage et désinfection via le 
chiffonnage de surfaces dans et aux abords des 
bâtiments depuis la survenue du premier épisode en 
avril 2019 montrent une persistance de la 
contamination dans l’élevage, pouvant expliquer les 
récidives observées. La forte résistance de C. 

botulinum dans l’environnement est largement décrite 
dans la littérature et des récidives sont fréquemment 
rapportées (Souillard et al. 2014).    
 
CONCLUSION 
Cette étude montre que la MLVA est un outil de typage 
adapté à l’étude de l’épidémiologie moléculaire de C. 

botulinum dans le cadre d’épisodes de botulisme 
aviaire en particulier pour permettre de tracer une 
souche ou d’identifier les sources de contamination 
sans passer par l’étape longue et fastidieuse 
d’isolement.  
L’utilisation de cet outil à l’échelle européenne, que ce 
soit en élevage ou en faune sauvage pourrait permettre 
la mise en évidence de liens épidémiologiques 
potentiels entre les épisodes de botulisme.  
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Figure 1. Dendrogramme représentant les profils MLVA (7 VNTR) de souches pures de C. botulinum 
impliquées dans des épisodes de botulisme aviaire en France (    ), d’échantillons bruts provenant de 3 épisodes 

de botulisme successifs dans un élevage de dindes (    ) et de profils publiés précédemment (Auricchio et al. 
2019 ; Souillard et al. 2021) (Construit avec le logiciel de BioNumerics 7.5.)  

Encadré rouge :10 souches de C. botulinum de type C/D avec un % de similarité>73%. *= Génome disponible. 
NT= Non toxique ND = Non déterminée  
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Optimisation des étapes du séquençage et analyses comparatives des 
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L’évaluation de la MLVA a montré que l’utilisation d’un schéma MLVA commun à l’ensemble 

des souches de C. novyi sensu lato n’est pas adaptée compte tenu de la variabilité d’amplification 

selon les types toxiniques des souches ou la lignée concernée. Développer des outils de typage 

spécifiques de chaque lignée semble être la solution la plus appropriée pour pouvoir discriminer avec 

plus de pertinence ces souches, notamment pour les lignées III et IV pour lesquelles le schéma MLVA 

développé ne permet pas d’obtenir d’amplification. Pour atteindre cet objectif, augmenter le nombre 

de génomes disponibles est nécessaire pour déterminer des cibles spécifiques des lignées avec 

l’assurance que celles-ci se trouvent sur l’ensemble des souches de la lignée. Dans ce chapitre, les 

travaux menés dans le cadre du projet de thèse sur l’optimisation des étapes d’extraction d’ADN et 

de préparation des librairies en vue du séquençage du génome seront développés. Une deuxième 

partie sera consacrée à la comparaison et l’analyse des génomes disponibles dans les bases de données 

et des génomes séquencés au cours de cette thèse dans le but de trouver des cibles pertinentes pour le 

développement d’outils de typage de C. novyi sensu lato. 

1. Optimisation des étapes menant au séquençage du génome complet 

1.1. Comparaison des kits d’extraction d’ADN 

1.1.1. Contexte de l’étude 

Seulement une centaine de génomes du groupe C. novyi sensu lato sont disponibles dans les 

bases de données publiques pour le moment. Parmi ces génomes, seuls 5 sont des génomes complets. 

Disposer de génomes complets est pourtant beaucoup plus informatif pour l’étude des génomes 

bactériens que les génomes non fermés. Par ailleurs, concernant le groupe C. novyi sensu lato, cela 

permet de disposer de manière fiable de la séquence et de l’organisation des EGM. Deux approches 

sont actuellement disponibles pour obtenir le génome complet d’une souche : l’utilisation de la 

technologie PacBio (Woudstra et al., 2021) ou la combinaison du séquençage Illumina (« short reads 

») et MinIon (« long » reads ») (Gonzalez-Escalona & Sharma, 2020). Cette dernière approche tire 

profit des avantages et inconvénients des deux technologies de séquençage. L’Illumina permet 

d’obtenir de manière fiable les séquences et le MinIon qui présente un taux d’erreur important mais 

permet d’obtenir des séquences longues sert de squelette pour aligner les contigs obtenus en Illumina. 

Dans les deux cas, il est nécessaire de disposer d’un ADN extrait de bonne qualité et en quantité 

suffisante. Selon la méthode de séquençage utilisée, les exigences concernant la qualité et la quantité 

de matériel génétique ne sont pas les mêmes. En effet, pour le séquençage « long-reads », il faut une 

grande quantité d’ADN (de 1 à 5 µg selon le séquenceur utilisé) et de l’ADN non fragmenté tandis 

que pour un séquençage « short-reads », la quantité d’ADN est moindre (1 à 500 ng pour les génomes 
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de petite taille d’après Illumina) et il y a moins d’exigences concernant la fragmentation de l’ADN. 

C. botulinum étant une bactérie à coloration de Gram positif et pouvant sporuler, l’étape de lyse 

bactérienne constitue un « défi » et aboutit à un rendement d’extraction généralement assez faible ne 

permettant pas l’obtention d’une quantité d’ADN compatible avec les contraintes du séquençage. De 

plus, la libération fréquente de DNases au cours de cette lyse va induire une dégradation de l’ADN 

(Skarin et al., 2010), aboutissant à l’obtention d’un ADN fragmenté. Il est donc nécessaire d’avoir un 

protocole d’extraction permettant d’obtenir de l’ADN en quantité et de qualité suffisante pour 

permettre le séquençage de la souche et l’exploitation des données obtenues.  

Dans la littérature scientifique, les différentes études qui ont mené au séquençage de génomes 

de C. novyi sensu lato ont fait appel à plusieurs kits d’extraction sans qu’un consensus ne soit établit 

sur celui qui est le plus optimal pour le séquençage short-reads et/ou long-reads. Au cours de la thèse, 

une comparaison de plusieurs protocoles d’extraction sélectionnés à partir de la littérature portant sur 

C. novyi sensu lato et d’autre bactéries Gram positif sporulantes a été réalisée afin de sélectionner les 

protocoles d’extraction les plus pertinents pour permettre le séquençage des souches. Un article a été 

rédigé sous la forme d’une short-note à soumettre (des résultats complémentaires seront ajoutés à cet 

article et l’anglais sera révisé par le service traduction de l’Anses avant soumission) :  
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1.1.2. Article N°3  

Comparison of five DNA extraction protocols for the sequencing 
of Clostridium novyi sensu lato strains. 

Thibault Le Gratiet1, Caroline Le Maréchal1, Marianne Chemaly1 

1ANSES, French Agency for Food, Environmental and Occupational Health Safety, Hygiene 
and Quality of Poultry and Pig Products Unit, Ploufragan, France 

* Correspondence: Caroline Le Maréchal caroline.lemarechal@anses.fr 
 

Key words: Clostridium novyi sensu lato, DNA extraction, long-read sequencing  

 

ABSTRACT 

Availability of whole genome sequencing technologies make sequencing affordable in a short 

time. However, extracting large quantities of DNA is particularly challenging with Clostridium novyi 

sensu lato due to production of DNases that can be released during DNA extraction and to its cell 

wall and spore structure that can be difficult to disrupt. The objective of our study was to evaluate 

DNA extraction protocols to select the most appropriate one for long-read whole genome sequencing. 

Five DNA extraction protocols and two culture conditions were tested on a Clostridium novyi 

sensu lato strain. DNA yield and quality were evaluated. Results showed that two methods (one 

commercial DNA extraction kit and one in-house protocol) yielded DNA quality and quantity suitable 

for long-read (MinIon) sequencing, opening new perspectives for long-read genome sequencing of 

Clostridium novyi sensu lato.  

INTRODUCTION 

Clostridium novyi sensu lato is a collective “genospecies” name covering Clostridium 

botulinum group III which is responsible for animal botulism, Clostridium novyi that is responsible 

for gas gangrene and infectious necrotic hepatitis in sheep and Clostridium haemolyticum which is 

responsible for bacillary hemoglobinuria (Skarin & Segerman, 2014). They are Gram positive, 

anaerobic, rod shaped, spore-forming bacteria that can be found ubiquitously in soils and marine 

sediments. This genotypic name was proposed because of their closed relationship demonstrated 

using whole genome comparison, MALDI-TOF MS, 16S rRNA similarity and DNA-DNA 

hybridizations (Bano et al., 2017; Nakamura et al., 1983; Sasaki et al., 2001; Skarin et al., 2011).  
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Despite improvements in the general field of whole genome sequencing (WGS) over the past 

years, only 118 genomes of C. novyi sensu lato are currently available in public databases. The 

challenging isolation process to isolate pure strains of C. novyi sensu lato may explain this low 

number of available genomes. There is actually no available selective media for the isolation of C. 

novyi sensu lato. Moreover strict anaerobic conditions are required, C. haemolyticum is indeed 

considered as one of the most fastidious and oxygen-sensitive anaerobes known (Hatheway, 1990). 

Numerous mobile genetic elements through a large plasmidome have been detected in C. novyi sensu 

lato and can be easily lost during cultivation (Fillo et al., 2021; Sakaguchi et al., 2005; Skarin et al., 

2011; Skarin & Segerman, 2011, 2014). Lately, a new isolation protocol has been developed (Le 

Gratiet et al., 2020), opening new perspectives in the sequencing of this genospecies. 

Among the 118 available genomes, only 5 are closed genomes (Woudstra et al., 2021). Working 

with fragmented assemblies could be problematic to track mobile genetic elements or to determine 

the exact location of some genes especially when they are flanked by repetitive insertion sequences 

(Bouso & Planet, 2019; Wick et al., 2017). Long-read sequencing seems very promising to overcome 

these drawbacks. Nevertheless, it requires high DNA quality and quantity, higher than for PCR, 

conventional typing or even for short-read sequencing like Illumina. The DNA extraction method 

should so take into account this first feature. MinION sequencing, one of the most commonly 

available techniques for long-read sequencing requires high DNA quantities (at least 400–1000 ng of 

high molecular weight DNA (average fragment size of more than 30 kb)) of high level quality (with 

low contamination measured through the ratios A260/280 and A260/230) (nanoporetech.com). 

DNA extraction could be divided into 3 steps: cell disruption, nucleic acid release, removal of 

contaminants (Schultzhaus et al., 2019). Extracting high quality and quantity of DNA from C. novyi 

sensu lato could be challenging. Some clostridial species, including C. botulinum produce 

endogenous DNases resulting in DNA degradation (Hielm et al., 1998; Kristjánsson et al., 1994; 

Skarin et al., 2010). Clostridia are moreover spore-forming Gram-positive bacteria, and are therefore 

particularly difficult to lyse. Appropriate methods achieving cell lysis without DNase release is so 

expected to get high DNA quality suitable for WGS. No study has been published yet to establish one 

reliable protocol to perform DNA extraction for WGS purpose in the case of C. novyi sensu lato. The 

available studies that have sequenced C. novyi sensu lato strains have used different approaches (Fillo 

et al., 2021; Saeb et al., 2017; Skarin et al., 2011; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2017; 

Woudstra et al., 2021; Woudstra et al., 2015) and only one focused on long-read sequencing.  

The objective of our study was to compare the efficiency of five DNA extraction protocols 

selected from previous studies on C. novyi sensu lato, C. botulinum Groups I and II and other Gram 
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positive spore-forming bacterial species (Knüpfer et al., 2020) to obtain DNA suitable for short reads 

and long-reads sequencing. 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Bacterial strain and growth conditions 

A non-toxic C. novyi sensu lato strain (N17LNRB01) isolated from a duck liver initially 

positive for C. botulinum type C/D during a routine diagnosis (first analysis conducted in 2014) was 

selected for this study. Isolation was performed through successive plating on Egg Yolk Agar.  

A suspension of N17LNRB01 spores was prepared as described previously (Hyun & 

Sakaguchi, 1989). Spores were stored in sterile water at 5°C. One mL of the spore suspension was 

ten-fold diluted in pre-reduced Tryptone Peptone Glucose Yeast (TPGY) broth in triplicates under 

anaerobic conditions at 37°C (A35, Don Whitley distributed by Biomérieux, Bruz, France). Two 

different incubation times were tested during this study: 16 hours corresponding to the end of 

exponential phase and 16 hours followed by a subculture of 6 hours by diluting 1 mL of the 16 hours 

culture in 49 mL of fresh TPGY broth so as to reach the beginning or the middle of the exponential 

phase. 

After incubation, aliquots of 1 mL of enrichment broths were stored at -18°C until DNA 

extraction. The same cultures were used to be able to compare the different DNA extraction methods.  

2.2. DNA extraction 

DNA extraction was performed using 4 commercial kits according to manufacturers’ 

instructions and 1 in-house protocol.  

The following commercial kits were evaluated: QiAmp DNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France), DNeasy Ultraclean Microbial kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), MasterPure GRAM 

positive DNA purification kit (Epicentre, CA, USA), and MasterPure Complete DNA and RNA 

purification kit (Epicentre, CA, USA). They will be referred as QA, DN, MPG and MPC in the 

remainder of the article (Table 1).  

The in-house protocol was performed as previously described (Woudstra et al., 2021). Briefly, 

cell were lysed in a buffer containing lysozyme (final concentration: 20 mg/ml) after an incubation 

of 10 minutes at 37°C. Proteins were then digested through a proteinase K treatment at 65 °C during 

5 minutes and precipitated by this addition of ammonium acetate and finally pelleted by 

centrifugation. DNA was precipitated from this supernatant after addition of cold isopropanol, then 

collected and washed using ethanol 70. After air-drying, DNA was suspended in 100 µl Tris 10 mM.  
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All DNA were extracted using 1 mL of the six cultures. Extracted DNA were stored at -18 °C 

until further use.  

2.3. DNA yield and quality 

DNA extract concentrations were assessed using a Qubit 2.0 fluorometer (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific, Illkirch, France) and the Invitrogen Qubit dsDNA HS assay kit (Invitrogen, Thermo 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions. When DNA concentration was higher than 

100 ng/µl, the DNA extract was ten-fold diluted to be at range of the assay.  

The A260/280 and A260/230 absorbance ratios were measured using a Nanodrop 1000 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) to evaluate DNA quality and purity. 

2.4. DNA integrity 

Integrity of the extracted DNA was assessed using a 2100 Bioanalyzer system (Agilent, Les 

Ulis, France) with the Agilent DNA 12000 kit (Agilent). One microliter of each DNA extract was 

used for this assay according to the manufacturer instructions. Only DNA extracts with a DNA 

concentration above 10 ng/µl were tested.  

2.5. Test of the absence of spores in the DNA extracts  

C. novyi sensu lato spores can be very resistant to some DNA extraction protocols and spores 

might remain viable after the extraction (Le Gratiet et al., 2020). Twenty µL of DNA extract were 

plated on EYA (Egg Yolk Agar) and incubated under anaerobic conditions at 37°C during 48 hours 

to evaluate the DNA extract contamination by residual spores.  

3. RESULTS 

3.1.  Comparison of the DNA extraction protocols 

Table 1 presents the characteristics of the different DNA extraction protocols tested in this 

study. Except for the DN kit which uses bead-beating for cell disruption, all protocols rely on physical 

(through vortexing and centrifugation) and chemical actions (Lysozyme, protease or cell lysis 

solution from the manufacturer’s) for the lysis of vegetative cells. Regarding the DNA purification 

step, the DN and the QA kits use a silica-based column while the three other protocols are based on 

precipitation using isopropanol followed by washing steps using ethanol. From a practical point of 

view, commercial kits are user friendly while the in-house protocol requires extra time and dedicated 

caution for reagents preparation before DNA extraction. Duration of DNA extractions ranges between 

50 and 150 minutes, QA being the most time-consuming one because of longer incubation steps and 

DN being the fastest one. All kits were in the same range of prices. 
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3.2.DNA Yield and quality 

Before the DNA yield measurements, potential contamination of DNA extracts incubated EYA 

was evaluated by plating DNA extracts on EYA. No C. novyi sensu lato colony was detected on EYA 

plates after incubation under anaerobic conditions during this study, confirming the absence of 

detectable viable spores in DNA extracts.  

DNA yield measured using the Qubit 2.0 fluorometer (Figure 1) showed great variations 

depending on the DNA extraction protocol used. The in-house protocol extracted the highest quantity 

of DNA with a culture of 16 hours followed by an additional subculture of 6 hours allowing collection 

of 3140 ng followed by the MPC kit that allowed the collection of 2504 ng. DNA yield when using 

the other protocols was below 340 ng. 

The purity of each DNA extract was measured by determining the absorbance ratios using the 

Nanodrop 1000 spectrophotometer (Figure 1). The first ratio is the DNA A260/280 ratio that evaluates 

the contamination of the DNA sample by proteins. DNA should have a A260/280  ratio above 1.8 (Bouso 

& Planet, 2019). Here in our study, all A260/280 ratios were above 1.76, suggesting low protein 

contamination in most samples. The second ratio commonly measured to evaluate the quality of DNA 

is the A260/230 ratio (evaluating the presence of other impurities) that should range between 1.8 and 

2.2 (Yang et al., 2022). Among the methods tested here, ratios were within these orders of magnitude 

for only one kit, the MPC with an average A260/280 of  2,15 for both incubation times and an average 

A260/230 of 2,05 with a 16 hours incubation and 2,08 with a 16+6 hours incubation. A260/230 ratios were 

out of this range for the other protocols, suggesting presence of contaminants in DNA extracts. The 

low A260/230 ratios observed for QA and DN may be linked to the low DNA yields obtained using 

these kits. 

3.3. Incubation time 

Two different culture durations were tested here: 16 hours or 6 hours after an overnight culture. 

DNA yield was higher for the most efficient kits after a subculture of 6 hours than when using a 16 

hours culture (respectively 2504 and 2247 ng with the MPC kit, 3140 and 1527 ng with the in-house 

protocol).  

3.4. DNA integrity 

Based on the DNA extraction yield, integrity of DNA extracts were only evaluated for MPC 

and the in-house method, which were the most efficient protocols. An average size of approximately 

2900 base pairs (bp) was detected for MPC, while sizes of the DNA fragments were widely distributed 

from 2500 to more 12 000 bp for the in-house protocol.  
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4. DISCUSSION 

The low availability of genomic data for the genospecies C. novyi sensu lato, especially closed 

genomes is a challenge to perform comparative genomics analyses and study mobile genetic 

elements. Selection of the right DNA extraction protocol is a crucial step toward WGS, especially for 

long-read sequencing. Indeed, without high quality DNA, sequencing-library preparations will be 

affected resulting in coverage depth variation (van Heesch et al., 2013). Quality and quantity can be 

altered during the bacterial lysis and the DNA purification steps due to several biological features of 

C. novyi sensu lato strains. For Gram positive and spore-forming bacteria, bacterial lysis is known to 

be difficult because of the thick layer of peptidoglycan of their vegetative cells (Cabeen & Jacobs-

Wagner, 2005) and the complex wall structure of their spores that give them resistance to enzymes, 

chemical and mechanical actions (Knüpfer et al., 2020). In this study, five DNA extraction protocols 

were compared to assess their suitability for both short and long reads sequencing.  

Results of this comparison showed that the in-house protocol from Woudstra et al. 2021 and the 

commercial kit MPC achieved high DNA quantity (above 0.5 µg), which is compatible with MinION 

sequencing (Bouso & Planet, 2019) and other WGS technologies. Woudstra et al. 2021 retrieved 

better integrity of DNA than MPC but lower A260/230 ratio. Low A260/230 ratio can cause osmotic 

imbalances in the flow cell (Bouso & Planet, 2019). Extra washing steps should perhaps be added to 

improve this ratio before sequencing. DNA quantities from the 3 other DNA extraction protocols 

were too low for WGS. 

MPC kit showed one of the highest extracted DNA yield, which has already reported previously 

through the comparison of other DNA extraction kits for DNA extraction of Yersinia pestis and the 

spore forming bacteria Bacillus anthracis for example (Dauphin et al., 2010; Knüpfer et al., 2020) 

and successful compatibility with MinION sequencing (Anwar et al., 2020; Biggel et al., 2022).  

Surprisingly, despite being specifically designed for Gram-positive bacteria and using the same 

principle as the MPC kit, the MPG kit did not show the expected results with low DNA yield, not 

suitable for WGS.  

As previously reported (Woudstra et al., 2021), it seems that a sub-culture of 6 hours after an 

overnight culture of spores is the most suitable cultivation way before DNA extraction, based on 

DNA yield obtained in our study for both methods.  
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5. CONCLUSION 

This study shows that two methods could be considered for sequencing of C. novyi sensu lato 

using MinION: MasterPure Complete DNA and RNA purification kit as well as the in-house method 

developed in Woudstra et al. 2021.  
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DNA extraction kit 

Short 

name 

used in 

the 

article 

Cell disruption method 

DNA 

Purification 

method 

Elution 

volume 

(µl) 

Completion 

Time 

(minutes) 

Average 

Cost 

(€/sample)* 

References 

Qiagen QIAamp DNA 

Mini Kit 
QA 

Physical and Chemical lysis 

(Lysozyme 20 mg/ml, 30’-37°C 

and 15’- 95°C) 

Silica 

column 
200 150 4,24 

(Woudstra et al., 

2016)** 

Qiagen DNeasy 

UltraClean Microbial kit 
DN Bead beating 

Silica 

column 
50 50 4,92 (Knüpfer et al., 2020) 

Lucigen MasterPure 

Gram Positive DNA 

purification kit 

MPG 

Physical and Chemical lysis 

(Lysozyme 30 000 U/µl, 30’-37°C 

and Cell lysis solution 15’- 65°C) 

Isopropanol 

precipitation 
35 90 2,90 (Fillo et al., 2021) 

Lucigen MasterPure  

Complete DNA and RNA 

purification kit 

MPC 
Physical and Chemical lysis (Cell 

lysis solution, 15’- 65°C) 

Isopropanol 

precipitation 
35 90 2 (Knüpfer et al., 2020) 

In-House protocol In-house 
Physical and Chemical lysis 

(Lysozyme: 20 mg/ml, 10’-37°C) 

Isopropanol 

precipitation 
100 75 / (Woudstra et al., 2021) 

Table 1: List of the five DNA extraction protocols used in this study. *: Price on manufacturer web page accessed March 2022 (without shipping 
costs) ** DNeasy Blood and Tissue kit and QiaAmp DNA mini kit are similar for the DNA extraction of Gram positive bacteria. 
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Figure 1: Quantity, quality and integrity of the extracted DNA for 5 different DNA extraction protocols.  

A) Average DNA yield obtained with Qubit B) Average absorbance ratios obtained with NanoDrop C) Capillary electrophoresis of a 
DNA extracted with MPC D) Capillary electrophoresis of a DNA extracted with the in-house protocol. 
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1.1.3. Conclusions générales de l’étude et perspectives 

Cette étude montre que le protocole d’extraction d’ADN utilisé a un impact sur la qualité et la 

quantité d’ADN obtenues. Il est nécessaire d’adapter certaines étapes au cas particulier de C. novyi 

sensu lato, notamment au niveau de l’étape de lyse cellulaire, à la fois pour extraire suffisamment 

d’ADN mais également pour prévenir la libération ou l’action de DNases. Il est ainsi nécessaire de 

déterminer la durée de culture optimale pour avoir une proportion majoritaire de cellules végétatives 

dans la culture lors de l’extraction, de modifier le temps d’incubation lors de la lyse bactérienne pour 

prévenir l’action des DNases à 37 °C et de disposer d’une quantité de bactéries suffisantes au départ 

pour obtenir la quantité d’ADN souhaitée.   

Dans cette étude, deux protocoles se sont révélés compatibles avec le séquençage. Le kit « 

MasterPure Complete DNA and RNA purification » permet d’obtenir une grande quantité d’ADN de 

bonne qualité (A260/280 et A260/230) mais la taille des fragments d’ADN est en moyenne inférieure à 

3000 pb. Le protocole développé dans l’étude menée par Woudstra et al. (C. Woudstra et al., 2021) 

permet quant à lui d’obtenir une plus grande quantité d’ADN de bonne qualité (sauf le ratio 

A260/A230) avec des tailles de fragments d’ADN comprises entre 2500 pb et 12000 pb. Le kit 

MasterPure Complete DNA and RNA purification peut être utilisé pour préparer de l’ADN en vue 

d’un séquençage Illumina. Ce kit et le protocole développé par Woudstra et al. 2021 semblent 

compatibles avec un séquençage long-reads, ce qui reste à confirmer avec le séquençage MinION de 

la souche N17LNRB01. 

L’objectif final est de coupler les données de séquençage du MinION et les résultats de 

séquençage short-reads déjà obtenus afin d’obtenir un génome complet circularisé (chromosome et 

EGM) selon l’approche présentée dans une étude récente sur C. botulinum du groupe I (Gonzalez-

Escalona & Sharma, 2020). 

1.2. Préparation des librairies (Séquençage short-reads) 

Lors du séquençage avec la technologie Illumina, l’étape suivant l’extraction d’ADN et son 

dosage est la préparation des librairies. Cette étape se divise en deux parties. Pendant la première 

partie, l’ADN extrait est fragmenté puis amplifié par PCR. Des séquences index adaptatrices sont 

ensuite insérées aux extrémités des fragments d’ADN pour que les séquences de la souche puissent 

être identifiées lors du séquençage. En effet, plusieurs souches sont séquencées simultanément lors 

d’un séquençage, des séquences index différentes vont donc être attribuées à chaque souche pour 

pouvoir les identifier lors de l’exploitation des résultats. La deuxième partie consiste à normaliser 

les librairies : chaque échantillon est quantifié par fluorescence puis la taille moyenne des 
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fragments est déterminée. La molarité des échantillons est ensuite calculée à partir de la 

concentration en ADN et de la taille moyenne des fragments. Les échantillons sont ensuite dilués 

pour être tous à la même concentration. Enfin, après une dernière étape de dilution et de 

dénaturation, les échantillons sont mélangés et le séquençage est lancé. 

Pour les souches de C. novyi sensu lato isolées au cours de ma thèse, le séquençage des 

souches de C. botulinum a été effectué à la plateforme Identypath de l’Anses de Maisons-Alfort 

ou au CNR des bactéries anaérobies et du botulisme de l’Institut Pasteur de Paris car elles 

détiennent les autorisations MOT nécessaires à la manipulation du matériel génétique de C. 

botulinum.  

La préparation des librairies a été faite avec le kit Illumina Nextera XT (Illumina, CA, USA). 

Ce kit utilise une fragmentation par tagmentation : un transposon coupe à la fois l’ADN génomique 

et insère les séquences adaptatrices (Adey et al., 2010). Suite à la fragmentation et à l’amplification 

par PCR, les résultats de quantification (réalisée au Qubit et au BioAnalyzer) ont révélé que les 

concentrations d’ADN étaient trop faibles (Tableau 10) pour avoir une couverture de séquençage 

suffisante et que les tailles des fragments n’étaient pas uniformes. Une des hypothèses émises pour 

expliquer ce résultat est le pourcentage en GC bas caractéristique de C. botulinum, cas de figure 

pour lequel le kit Nextera XT ne semble pas adapté. Une étude de 2019 avait déjà montré que ce 

kit n’était pas adapté aux génomes présentant des pourcentages en GC trop élevés ou trop bas, les 

résultats de séquençage révélant une couverture inégale et basse des génomes (Sato et al., 2019). 

Cette même étude a montré que pour le kit Illumina Nextera DNA Flex, le biais de couverture lié 

au pourcentage en GC bas n’était pas retrouvé (Sato et al., 2019). Dans notre étude, ce kit a été 

utilisé en seconde intention sur 7 extraits d’ADN et les résultats ont montré qu’il fonctionne mieux 

que le kit Illumina Nextera XT, les concentrations d’ADN étant plus importantes (Tableau 10) et 

les tailles des fragments plus uniformes lors des analyses. 

Tableau 10 : Quantités d’ADN amplifiés selon le kit de préparation des librairies utilisé 

Souches Nextera XT (ng/µl) Nextera DNA Flex (ng/µl) 

B19LNRB01 0,486 16,9 
B19LNRB07 0,5 25 
B19LNRB27 0,166 22 
B19LNRB12 0,67 22,2 
B19LNRB13 0,736 20,4 
19LNRB22-4 0,426 18,4 

N19LNRB03 0,556 21,4 
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Pour les souches non toxiques du groupe C. novyi sensu lato isolées au cours de la thèse, le 

séquençage a été effectué par la plateforme de séquençage iGenSeq basée à l’Institut du Cerveau 

de Paris (ICM) via la plateforme de séquençage de l’unité de Génétique Virale et Biosécurité 

(GVB) de l’Anses de Ploufragan. Cette plateforme utilise le kit Nextera XT pour la préparation 

des librairies. Cependant, les couvertures obtenues étaient plus importantes que celles obtenues 

lors du séquençage effectué à la plateforme IdentyPath. Le même kit d’extraction d’ADN a été 

utilisé dans les deux cas. La profondeur de séquençage était plus importante à l’ICM (qui dispose 

de deux séquenceurs haut débit NovaSeq 6000 et NextSeq 500) qu’à la plateforme IdentyPath (qui 

dispose d’un séquenceur moyen débit MiSeq) lors du séquençage des souches, ce qui pourrait 

avoir compensé les éventuels problèmes de rendement lors de la préparation des librairies. Aucun 

problème n’a été signalé par l’ICM à ce jour au niveau de l’étape de préparation des librairies. Le 

kit de préparation des librairies utilisé dans les articles de la littérature pour le séquençage des 

différents groupes de C. botulinum varie selon les études (Tableau 11).  Pour les souches de C. 

novyi sensu lato, c’est le kit Nextera XT qui est utilisé dans la plupart des études (Fillo et al., 2021; 

Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2017; Woudstra et al., 2016). Pour les souches de C. 

botulinum des groupes I et II, les plus récentes études de séquençage de génome short-reads 

n’utilisent pas le kit Nextera XT pour la préparation des librairies mais les kits Nextera DNA flex, 

Illumina TruSeq® DNA ou Roche KAPA HyperPlus (Dover et al., 2021; Gladney et al., 2021; 

Gonzalez-Escalona & Sharma, 2020). 
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Tableau 11 : Exemples de kits utilisés pour la préparation des librairies pour le séquençage Illumina de 
C. novyi et différents groupes de C. botulinum. Le kit avec une * est utilisé pour une fragmentation 

mécanique. 

 

 

Sur la base de ces résultats et des données disponibles dans la littérature, l’utilisation du kit 

Illumina Nextera DNA Flex semble plus adaptée au séquençage des génomes du groupe C. novyi 

sensu lato. 

2. Analyses comparatives des génomes de C. novyi sensu lato 

2.1. Analyses comparatives de l’ensemble du génome 

2.1.1.  Comparaison de la taille des génomes par lignée 

La taille des 118 génomes de C. novyi sensu lato a été comparée selon les lignées (Tableau 12).  

Les résultats montrent que la taille moyenne des génomes de la lignée Ia et Ib (respectivement 3,07 et 

3,13 Mb) est plus grande que celles des lignées II, III et IV (respectivement 2,62, 2,84 et 2,49 Mb). 

Dans les bases de données, seulement 5 génomes ont été séquencés complétement (Skarin et al., 2011; 

Woudstra et al., 2021). D’après l’analyse des 5 génomes complets disponibles (1 de lignée Ia, 2 de 

lignée Ib et 2 de lignée II), une différence de taille est retrouvée au niveau du chromosome qui est 

plus grand pour les souches de lignée Ia et Ib (2,78 Mb pour BKT015925, 2,84 Mb pour BKT2873 

et 2,88 Mb pour 3859/11) comparé aux souches de lignée II (2,20 Mb pour 1873 et 2,30 Mb pour C-

Stockholm) (Skarin & Segerman, 2011; Woudstra et al., 2021). D’après les études effectuées sur le 

plasmidome, le nombre d’EGM qui varie en fonction des lignées influe également sur la taille du 

Espèce ou groupe testé 
Nextera 

XT 

Nextera 

DNA flex 
Autre kit Référence 

C. novyi sensu lato X   (Skarin & Segerman, 2014) 

C. novyi sensu lato X   (Woudstra et al., 2016) 

C. novyi sensu lato X   (Woudstra et al., 2017) 

C. novyi sensu lato X   (Fillo et al., 2021) 

C. novyi sensu lato 

 (C. haemolyticum) 
  

TruSeq® DNA kit 

(Illumina)* 
(Lagneaux et al., 2021) 

C. botulinum groupe I  X  (Gonzalez-Escalona, 2020)  

C. botulinum Type B   
KAPA HyperPlus 

kit (Roche) 
(Dover et al., 2021) 

C. botulinum Type A  X  (Gladney et al., 2021) 



 

150 
 

génome (Skarin et al., 2011; Skarin & Segerman, 2011, 2014; Woudstra et al., 2018; Woudstra et al., 

2016). 

Ces premières observations restent à confirmer, le nombre de génomes disponibles étant encore 

assez faible, notamment pour les lignées III et IV. 

Tableau 12 : Tailles moyennes des génomes (chromosome et EGM) de C. novyi sensu lato en fonction des 
lignées. 

 

2.1.2.  Séquençage de souches isolées pendant le projet de thèse 

Sur les 35 isolats séquencés au cours du projet (18 et 17 souches isolées pendant et après le 

développement de la méthode d’isolement, respectivement), seuls 6 génomes sont exploitables. Pour 

les autres génomes, la taille obtenue varie entre 3.5 Mb et 8 Mb, ce qui est supérieure à la taille 

maximale retrouvée chez C. novyi sensu lato, suggérant la présence de contaminants dans les 

séquences obtenues.  

En analysant les données plus précisément, les données de séquençage de certaines souches 

présentent des séquences d’autres clostridies (C. perfringens et C. difficile entre autres). Des 

enrichissements de ces souches ont été effectués puis ont été ensemencés sur des milieux gélosés 

sélectifs pour C. difficile (Milieu chromID C. difficile, Biomérieux) et C. perfringens (milieu 

Tryptone Sulfite Cyclo-sérine ou TSC) pour mettre en évidence une éventuelle contamination 

bactérienne lors de l’étape d’isolement. Cependant, aucune colonie n’a pu être observée après 

plusieurs jours d’incubation en conditions anaérobies, ne confirmant pas l’hypothèse de la 

contamination à cette étape. Une contamination lors de l’étape d’extraction d’ADN peut également 

être suspectée, celle-ci n’a pas été explorée pour le moment. 

Pour d’autres souches, les résultats semblent indiquer la présence simultanée de plusieurs 

souches de C. novyi sensu lato. Les outils bio-informatiques disponibles pour le moment à l’Anses 

ne nous ont pas permis de distinguer les génomes des différentes souches, ces génomes étant trop 

proches pour réassigner les séquences à chacune des souches. Les outils utilisés récemment dans le 

Lignée Ia Ib II III IV Total 
Nombre de 
génomes 

disponibles 
47 34 27 3 7 118 

Taille moyenne 
du génome (Mb) 

3,08 (± 0,08) 3,13 (± 0,18) 2,62 (± 0,12) 2,84 (± 0,11) 2,49 (± 0,09) 2,94 (± 0,26) 

Taille max (Mb) 3,20 3,47 2,87 2,96 2,61 3,47 

Taille mini (Mb) 2,82 2,57 2,30 2,80 2,32 2,30 
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cadre des investigations pour tracer des souches d’Escherichia coli après un séquençage « Shotgun » 

(métagénomique) pourraient être testés dans le cas de cette étude (Saltykova et al., 2020).  

2.1.3. Analyses kmer 

Le logiciel Gegenees utilisé lors des différentes comparaisons de génomes de C. novyi sensu 

lato (Fillo et al., 2021; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2016) étant devenu obsolète sur 

les dernières versions de Windows, un nouvel outil bio-informatique développé à l’Anses avant ce 

projet a été utilisé (en collaboration avec l’unité GVB et un des développeurs de l’outil) afin de 

comparer les génomes de C. novyi sensu lato séquencés au cours de cette thèse avec ceux déjà 

disponibles (https://github.com/afelten-Anses/QuickPhylo). Ce workflow utilise Mash (Ondov et al., 

2016) afin de calculer une estimation de la distance de Jaccard à partir de kmers extraits depuis les 

génomes. À partir des distances calculées, un arbre phylogénétique est créé à l’aide de l’algorithme 

de Neighbor-Joining. Cet arbre est ensuite enraciné par une approche de Midpoint. 

Au total, l’outil a été utilisé pour comparer 125 génomes de C. novyi sensu lato (118 disponibles 

dans les bases de données publiques et les 7 génomes exploitables parmi les 35 génomes séquencés 

au cours de la thèse). Les 7 génomes séquencés lors de la thèse proviennent d’une souche de C. 

botulinum de type C/D (B19LNRB28) impliquée dans un épisode de botulisme en faune sauvage en 

2018, de 2 souches de C. botulinum de type D (B20LNRB05 et B20LRB20) impliquées dans des 

épisodes de botulisme dans des élevages de dinde en 2015 et 2020 et de 4 souches de C. novyi où le 

phage contenant le gène bont a été perdu au cours de l’isolement. Trois de ces souches étaient 

initialement porteuses du gène bont de type D et ont été impliquées dans des épisodes de botulisme 

dans des élevages de dindes (N20LNRB01 et N19LNRB07 en 2019, N20LNRB17 en 2015). Enfin, 

la souche N17LNRB01 a été isolée avant la thèse par le LNR botulisme aviaire et provient d’un 

épisode de botulisme en faune sauvage en 2014 où la toxine détectée initialement était de type C/D. 

La comparaison de l’ensemble de ces génomes a permis la construction d’un arbre phylogénétique 

(Figure 25).

https://github.com/afelten-Anses/QuickPhylo
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Figure 25 : Arbre phylogénétique présentant la distribution des souches de C. novyi sensu lato sur la base d’une 
analyse kmer des génomes. Les souches soulignées en rouge sont celles qui ont été séquencées au cours de la 

thèse. 
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2.1.3.1. Résultats de la comparaison des génomes 

L’arbre phylogénétique obtenu à partir de l’analyse comparative des kmers extraits des 

génomes de C. novyi sensu lato montre une répartition des souches très similaire à celle obtenue via 

l’utilisation de Gegenees (Fillo et al., 2021; Skarin & Segerman, 2014), avec un groupement des 

souches par lignée (I à IV). Pour les souches séquencées au cours de la thèse, B19LNRB28 fait partie 

de la lignée Ia. Les souches N20LNRB17 et N20LNRB01 qui possédaient la toxine de type D font 

respectivement parties de la lignée IV et III, ce qui semble indiquer que les souches de C. botulinum 

du type D associées à des épisodes de botulisme dans des élevages de dindes en France n’ont pas 

toutes une origine commune. La souche N17LNRB01 fait quant à elle partie de la lignée IV.  

Les souches B20LNRB05, B20LNRB20, qui sont aussi des souches possédant le gène bont D, 

ne se groupent avec aucune des lignées connues de C. novyi sensu lato malgré une taille de génome 

proche des tailles attendues pour ce groupe d’espèces (respectivement 2.6 et 2.7 Mb). La souche 

N19LNRB07 n’a pas été groupée dans une lignée, mais la taille de son génome est plus grande 

qu’attendue (3,6 Mb). La première hypothèse qui expliquerait ces résultats est la présence de 

séquences d’autres espèces bactériennes liées à un problème lors de l’isolement de la souche. C’est 

probablement le cas pour la souche N19LNRB07 qui présente un génome plus grand que la taille 

moyenne des souches de C. novyi sensu lato (2,94 Mb). Une autre hypothèse pour les souches 

B20LNRB05 et B20LNRB20 pourrait être l’appartenance de ces souches de C. botulinum à une 

lignée différente des 4 déjà définies et qui n’a pas encore été caractérisée à ce jour. Au cours de la 

thèse, ces souches de C. botulinum de type D ont été soumises aux différents systèmes PCR décrits 

dans la littérature et ciblant les gènes de flagellines ou les EGM (Woudstra et al., 2018; Woudstra et 

al., 2015) pour essayer de déterminer leur origine. Dans le chapitre précédent, la MLVA a ainsi été 

testée sur ces souches et les résultats ont montré l’absence d’amplification pour les 7 VNTR. Des 

PCR développées lors d’études précédentes (Woudstra et al., 2018; Woudstra et al., 2015) ont aussi 

été effectuées sur ces souches pour voir si les gènes fliC ou des EGM déjà caractérisés sont présents. 

Cependant, ces PCR n’ont pas permis l’obtention d’une amplification. Seules les PCR de détection 

du gène bont D (Woudstra et al., 2012) et d’un gène spécifique de C. novyi sensu lato (Woudstra et 

al., 2015) ont permis d’obtenir une amplification caractéristique, renforçant l’hypothèse que ce sont 

des souches de C. botulinum différentes des souches des autres lignées. Cependant, des études 

complémentaires sont nécessaires pour pouvoir confirmer ou infirmer cette hypothèse et explorer 

cette hypothèse de l’existence d’une lignée V dans le groupe C. novyi sensu lato. 
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2.1.3.2. Séquençage d’isolats impliqués dans un épisode de botulisme aviaire 

Dans le cadre de l’étude présentée précédemment (cf. 2.3.2 du chapitre sur la MLVA), la 

comparaison par MLVA de 8 enrichissements positifs pour C. botulinum de type C/D a montré la 

présence d’un même profil dans tous les échantillons. Un isolement a été effectué à partir de 8 

enrichissements provenant des différents épisodes de botulisme de l’étude selon la méthode 

développée au cours de la thèse dans l’optique de séquencer le génome des 8 isolats puis de les 

comparer pour vérifier s’il s’agit bien d’une seule et même souche comme le suggèrent les résultats 

de comparaison par MLVA.   

Les isolats toxinogènes ont été séquencés au CNR des bactéries anaérobies et du botulisme de 

l’Institut Pasteur (laboratoire avec autorisation MOT) tandis que les souches ayant perdu le gène bont 

au cours de l’isolement ont été séquencées à l’ICM. De plus, deux souches toxinogènes ont été isolées 

en parallèle en Allemagne1. Les données de séquences obtenues ont été comparées aux génomes de 

la base de données avec l’outil bio-informatique présenté précédemment (analyse K-mer).  

L’analyse comparative des génomes a révélé que les souches isolées en Allemagne font parties 

de la lignée Ia (Figure 26, soulignées en vert), confirmant les résultats de la MLVA où les profils des 

9 échantillons se trouvent dans un cluster avec la souche BKT015925 (cf chapitre 5 partie MLVA – 

Figure 1 de l’article page 131).  

Concernant les souches isolées dans le cadre de mon projet de thèse à Ploufragan, les 4 souches 

non toxinogènes se regroupent avec des souches de la lignée IV qui est composée majoritairement de 

souches de C. novyi (Figure 26, soulignées en bleu). Les 4 souches toxinogènes présentent quant à 

elles des tailles trop grandes pour être exploitables (8 Mb au lieu de 3,08 Mb en moyenne pour une 

souche de lignée Ia) et ne sont pas représentées sur la figure 26. Ce résultat suggère la présence de 

plusieurs souches dans l’échantillons de départ. Le génome des souches non toxique de la lignée IV 

et de la souche isolée en Allemagne ont été recherchés dans les séquences des 4 souches toxinogènes 

mais aucune concordance n’a été mise en évidence. Le gène de la toxine C et non de la toxine C/D a 

par ailleurs été identifié dans les séquences obtenues.  

Ces résultats mettent en évidence la présence d’au moins deux souches de C. novyi sensu lato 

dans les échantillons provenant de cet élevage : une appartenant à la lignée Ia (C. botulinum type C/D, 

d’après les données de séquençage du RKI) et l’autre à la lignée IV (C. novyi, d’après les données de 

séquences de l’ICM). Les résultats de séquençage des 4 souches toxiques isolées à Ploufragan 

                                                 
1 Par Martin Dorner du Robert Koch Institute (RKI) dans le cadre d’une collaboration. 
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suggèrent la présence d’autres souches de C. novyi sensu lato dans ces échantillons. Ces deux espèces 

présentant la même morphologie sur gélose EYA, il est possible que la présence de ces différentes 

souches n’ait pas été identifiée au moment de l’isolement. 

En recherchant les régions VNTR ciblées par la méthode MLVA avec l’outil BLAST dans les 

génomes de souches de la lignée IV isolées dans le cadre de cette étude, une seule des 7 cibles a été 

retrouvée (VNTR16) avec des mutations au niveau de la séquence qui sert pour une des deux amorces. 

Ce résultat explique qu’un seul profil ait été mis en évidence via l’analyse MLVA et que la présence 

d’une seconde souche dans l’échantillon n’ait pas été mise en évidence.  

Ce résultat montre une limite à la méthode d’isolement qui n’avait pas été identifiée lors de la 

mise au point de la méthode. La présence de plusieurs souches de C. novyi sensu lato dans l’organe 

de l’animal complique en effet cette étape d’isolement et l’obtention d’une souche pure. L’équipe du 

Robert Koch Institute a réussi à isoler la souche toxinogène à partir d’un enrichissement en bouillon 

F-CMM en faisant des repiquages successifs sur gélose. Dans le cadre du projet de thèse, seul le 

bouillon TPGY a été testé. Il serait intéressant de tester la méthode avec le bouillon FCMM et 

comparer son efficacité pour parvenir à l’isolement des souches de C. botulinum du groupe III.  

Par ailleurs, dans le cadre de l’étude menée spécifiquement pour cet épisode de botulisme, il 

serait intéressant de déterminer la proportion de chaque souche (celle de la lignée Ia et lignée IV) 

dans l’échantillon de départ puis au fur et à mesure du processus d’isolement. Pour mener cette 

exploration, il faudrait disposer d’un outil moléculaire permettant de déterminer la lignée des souches 

présentes dans l’échantillon. 
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Figure 26 : Arbre phylogénétique présentant la distribution des souches de C. novyi sensu lato sur la base d’une analyse 
kmer des génomes. Concernant l’étude, les souches soulignées en vert sont les souches séquencées en Allemagne, les 

souches soulignées en bleu sont les souches non toxinogènes séquencées à l’ICM. 
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2.1.3.3. Recherche de cibles d’intérêt pour déterminer la lignée d’une souche 

Après l’analyse comparative des 125 génomes de C. novyi sensu lato, une recherche de gènes 

spécifiques de chaque lignée a été entreprise dans le but de développer des PCR permettant 

d’attribuer directement une lignée à la souche à partir d’un enrichissement brut. Des travaux 

antérieurs de l’Anses menés sur les souches de C. botulinum du groupe I et II avaient montré que 

les gènes codant pour les flagellines constituaient une cible pertinente pour discriminer les souches 

(Woudstra et al., 2013). Une étude menée en 2015 par l’Anses avait ciblé le gène fliC pour le 

typage des souches de C. botulinum du groupe III (Woudstra et al., 2015). Des systèmes PCR 

avaient été mis au point, ce qui avait permis d’évaluer la pertinence de cette cible pour le typage 

de souches à partir d’échantillons du terrain. Une autre étude menée en Italie en 2021 a aussi 

recherché les gènes fliC sur 60 génomes de C. botulinum du groupe III à partir des PCR 

développées en 2015 (Fillo et al., 2021). 

 Les résultats ont montré que l’ensemble des échantillons positifs pour le type C/D (les 

souches présentant ce type sont principalement issues de la lignée Ia) étaient positifs pour le gène 

fliC-I. Pour les échantillons positifs pour le type D/C (souches majoritairement présentes dans la 

lignée Ib), 5 types de gènes fliC (I, II, IV et VI et VII) ont été retrouvés avec une majorité de fliC-

IV. Ce sont les seules souches de C. novyi sensu lato possédant le gène fliC-IV. Les souches de 

type C (majoritairement de la lignée II) ont uniquement le gène fliC-II dans leur génome. Les 

autres gènes fliC ont été peu détectés dans les échantillons testés (Fillo et al., 2021; Woudstra et 

al., 2015). Cette approche ne se révélait donc pas pertinente pour discriminer les souches puisque 

la répartition obtenue coïncidait avec celle des types toxiniques, avec comme exception la diversité 

de gènes fliC retrouvés dans les souches de la lignée Ib qui empêche de lier un gène fliC à une 

lignée spécifique. 

Dans le cadre de la thèse, les gènes recherchés pour le développement de PCR spécifiques 

de lignée sont les gènes codant pour les flagellines de manière globale, pas uniquement le gène 

fliC. Les premiers résultats obtenus montrent qu’il existe un ou plusieurs gènes codant la flagelline 

spécifiques de la lignée (Figure 27) : 
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Figure 27 : Arbre phylogénétique présentant la distribution des souches de C. novyi sensu lato sur la base d’une analyse kmer 
des génomes. Pour chaque lignée, un ou plusieurs gènes de flagelline spécifiques ont été retrouvés dans les génomes. 
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- Pour la lignée Ia, le gène annoté CMGOLLGA codant pour une flagelline est retrouvé 

spécifiquement dans l’ensemble des 47 génomes de la lignée.  

- Pour la lignée Ib, trois cibles différentes sont retrouvées: 5 séquences correspondantes 

au gène fliC-IV annotés KM496 très similaires génétiquement (similarités > 99%) sont 

retrouvés sur 21 des 34 génomes de la lignée. Les gènes FEBHAFMG (6/34) et 

KFBHIBDJ (7/34) sont retrouvés sur les autres génomes en plus des gènes fliC déjà 

identifiés dans les autres études.  

- Pour la lignée II, le gène annoté LOHOABPA est retrouvé spécifiquement dans 19 des 

27 génomes. Des séquences correspondantes au gène fliC-II sont retrouvés dans la 

plupart des génomes. Le gène CMGOLLGA retrouvé chez les souches de lignée Ia est 

retrouvé sur un des génomes. Enfin, le gène FGEMHIN est retrouvé sur les deux 

derniers génomes. 

- Pour la lignée III, le gène annoté NIEIIEEM est retrouvé sur 3 des 4 génomes. Le 

deuxième gène retrouvé (JDEPGNHA) sur la dernière souche est complètement 

différent. 

- Pour la lignée IV, c’est le gène annoté NBBFBBEM qui est retrouvé dans 5 des 9 

génomes. Deux autres génomes arborent le gène de flagelline JJGDJLNJ, qui à 94% de 

similarité avec NBBFBBEM. Les deux derniers génomes possèdent deux autres gènes 

très différents, FEBHAFMG qui est retrouvé dans la lignée Ib et NOGGPICE. 

Suite à ces résultats, des amorces ont été dessinées dans le but de développer des systèmes 

PCR de détection de ces cibles spécifiques. Les cibles choisies pour le développement des PCR 

sont : CMGOLLGA pour la lignée Ia, FEBHAFMG pour Ib, LOHOABPA pour la lignée II, 

NIEIIEEM pour la lignée III et NBBFBBEM pour la lignée IV. Ces systèmes PCR sont 

actuellement en cours de développement. Si les résultats sont prometteurs, des PCR 

supplémentaires seront aussi développées pour les lignées où plusieurs cibles spécifiques sont 

détectées (notamment la lignée Ib).  

L’objectif à terme serait de pouvoir définir directement la lignée de la souche à partir de 

l’échantillon de départ en effectuant une ou plusieurs PCR (un gène fliC et un ou plusieurs gènes 

spécifiques de la lignée si le gène fliC seul ne suffit pas). Une fois cette lignée définie, un outil de 

typage spécifique de la lignée détectée serait alors utilisé pour qu’il soit le plus adapté à la souche 

étudiée. Nous avons vu précédemment que l’outil MLVA est plutôt adapté aux souches de lignée 

Ia. Avec le développement d’outils de typage spécifiques des lignées, l’objectif serait de 

développer pour chaque lignée un outil approprié pour ne plus se retrouver dans une situation où 
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les cibles recherchées ne sont pas détectées (comme ça a été le cas avec les souches de type D lors 

de l’évaluation de la MLVA). 

2.2.  Analyses des systèmes CRISPR-Cas 

En parallèle de l’optimisation des différentes étapes de séquençage et de l’analyse comparative 

des génomes complets, une étude a été lancée sur l’analyse des systèmes CRISPR-Cas présents chez 

les souches de C. novyi sensu lato. Elle a pour objectif d’évaluer leur présence dans le groupe 

d’espèces, de déterminer leurs caractéristiques et d’explorer l’origine des spacers ciblés par ces 

systèmes de défense, dans l’optique de mieux comprendre l’interaction des MGE avec C. novyi sensu 

lato. Enfin, à partir des résultats obtenus lors de cette étude, l’utilisation des systèmes CRISPR-Cas 

comme cibles pour le développement d’un outil de typage sera évaluée. 

2.2.1.  Présentation de l’étude 

Comme évoqué dans l’introduction du manuscrit, les EGM (bactériophages, plasmides) 

représentent une part importante du génome des souches de Clostridium novyi sensu lato (13,5 % du 

génome de la souche BKT015925 par exemple) (Skarin & Segerman, 2011). Le plasmidome est très 

diversifié au sein du groupe C. novyi sensu lato (Skarin & Segerman, 2014) et certaines 

caractéristiques comme la production de toxine botulique chez les souches de C. botulinum du groupe 

III proviennent de ces EGM.  

Pour mieux comprendre le lien entre ces systèmes CRISPR-Cas et la présence des EGM au 

niveau des souches de C. novyi sensu lato, les 58 génomes disponibles dans les bases de données 

publiques au moment de l’étude (démarrage en mars 2020) ont été analysés à l’aide de différents 

outils bio-informatiques afin de détecter et caractériser ces systèmes avec un focus sur les spacers 

pour permettre l’identification des EGM ciblés par ces systèmes CRISPR-Cas, reflétant les EGM 

rencontrés par les souches. 

Sur les 58 génomes étudiés, 55 présentent un ou plusieurs systèmes CRISPR-Cas qui sont 

retrouvés à la fois sur le chromosome mais aussi sur certains EGM. Le type I-B est le système le plus 

fréquent et est retrouvé dans l’ensemble des lignées de C. novyi sensu lato. Pour les souches de lignée 

Ia composées majoritairement de C. botulinum de type C/D, ce système est incomplet et localisé sur 

un EGM, confortant les résultats retrouvés dans une étude précédente (Woudstra et al., 2016). Des 

résultats similaires ont aussi été observés sur des souches de C. botulinum du groupe I et C. 

sporogenes dans une autre étude (Wentz et al., 2022). Cinq autres types de systèmes CRISPR-Cas 
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sont retrouvés dans les génomes (I-D, II-C, III-B, III-D et V-U). Des gènes cas14a spécifiques des 

systèmes de type V-U ont pu être identifiés dans deux cas :  

- à côté des systèmes I-B présents sur le phage portant le gène bont des souches de la lignée Ia. 

- dans 12 génomes de la lignée II au sein d’un élément intégratif dont le contenu génétique 

présente une structure similaire à celle d’un PICI (Phage Inducible Chromosomal Island). Ce 

PICI putatif est associé à un locus CRISPR ainsi qu’à un système de restriction modification. 

Les PICIs sont une famille d’îlots de pathogénicité contribuant au transfert horizontal de 

gènes, à l’adaptation à l’hôte et à la virulence chez les bactéries à Gram positif. Ils sont aussi très 

répandus parmi les bactéries à coloration de Gram négatif (Fillol-Salom et al., 2018). C’est la 

première fois que ce type d’élément est décrit chez C. botulinum. 

En ce qui concerne la composition en spacers des locus CRISPR, 4320 spacers ont été 

identifiés au niveau des 55 génomes pour lesquels un système CRISPR-Cas a été détecté. Après 

élimination des doublons (pour ne conserver uniquement qu’un seul exemplaire de chaque spacer 

retrouvé), l’origine de ces séquences a été déterminée pour 2045 spacers uniques. Seulement 474 

spacers correspondent à au moins une séquence d’EGM dans les bases de données avec au moins 

80% d’homologie et les 1503 correspondances retrouvées au total proviennent de 776 EGM uniques 

(48,8% de plasmides et 51,2% de phages). Une grande proportion des spacers identifiés sont 

originaires du groupe d’espèces C. novyi sensu lato (20,2%). Ce résultat confirme l’existence 

d’échanges fréquents de ces EGM au sein du groupe d’espèces. 

Cette étude a fait l’objet d’un article scientifique qui a été publié le 13 Septembre 2021 dans 

le journal Frontiers in Microbiology et d’un poster présenté au 16ème Congrès National de la Société 

Française de Microbiologie qui a eu lieu à Nantes du 22 au 24 Septembre 2021 (Annexe 2). 
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2.2.2.  Article N°4 
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Le Gratiet T, Le Maréchal C, Devaere M, Chemaly M and Woudstra C. 

Front. Microbiol., 13 September 2021. https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.711413 

Exploration of the Diversity of Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas Systems in 

Clostridium novyi sensu lato 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.711413
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2.2.3.  Utilisation des systèmes CRISPR-Cas pour le développement d’un outil de typage 

L’objectif de la thèse étant de développer des outils de typage, la possibilité de développer un ou des 

outils de typage à partir des locus CRISPR-Cas présents chez C. novyi sensu lato a été étudiée.  

De manière générale, il est possible de développer une méthode de typage basée sur les systèmes 

CRISPR-Cas si : les systèmes CRISPR-Cas sont présents chez l’ensemble des souches étudiées et si les 

systèmes détectés sont conservés au sein des souches de façon à proposer un outil applicable à l’ensemble 

des souches en ciblant une zone commune.  

Concernant C. novyi sensu lato, 6 systèmes partiels ou complets ont été retrouvés sur 55 des 58 

génomes testés, soit 95 % de prévalence. Une approche basée sur l’analyse de ces séquences ne pourra donc 

pas être applicable sur l’ensemble des souches de C. novyi sensu lato. Cependant, l’absence de système n’a 

été mise en évidence que sur certains génomes de la lignée IV. Un outil pourrait donc être applicable pour 

les 4 autres lignées (Ia, Ib, II et III). 

Les systèmes CRISPR-Cas identifiés dans ces 55 génomes présentent une forte variabilité. Pas moins 

de 6 systèmes différents ont ainsi été identifiés, avec un nombre de systèmes variant de 0 à 3 selon la souche. 

De plus, les séquences des répétitions sont elles aussi très variables avec plus de 30 séquences différentes 

retrouvées. Cette variabilité dans les séquences des répétitions montre que celles-ci ne constituent pas une 

cible pertinente pour le développement d’une méthode de typage applicable à l’ensemble des souches de 

C. novyi sensu lato comme cela a pu être développé pour Mycobacterium tuberculosis ou Salmonella (Fabre 

et al., 2012; Kamerbeek et al., 1997). 

En conclusion, l’analyse des génomes de C. novyi sensu lato montre une diversité importante que ce 

soit au niveau des systèmes CRISPR-Cas ou des séquences des répétitions au contraire d’autres espèces 

bactériennes comme M. tuberculosis ou Salmonella pour lesquelles des outils de typage basés sur les 

systèmes CRISPR-Cas ont été développés (Fabre et al., 2012; Fricke et al., 2011; Jansen et al., 2002; van 

Embden et al., 2000). Le développement d’une méthode de typage ciblant les systèmes CRISPR-Cas pour 

le typage de C. novyi sensu lato ne semble donc pas approprié. Cependant, cette approche pourrait être 

envisagée pour du sous-typage au sein de certaines lignées (I et III) comme cela a été suggéré pour 

Campylobacter (Kovanen et al., 2014). Pour cela, il serait nécessaire de pouvoir identifier au préalable la 

lignée à laquelle appartiennent les souches afin de proposer et d’utiliser un outil adapté à chacune d’entre 

elles. Le développement de systèmes PCR pour identifier la lignée d’une souche est actuellement en cours 

suite à l’identification de cibles dans le cadre de ce projet de thèse. 
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Discussion et Perspectives 
 

Bien que rapporté dans la littérature scientifique depuis plus d’un siècle, le botulisme animal 

est une maladie pour laquelle de nombreux aspects restent encore à étudier, tels que l’identification 

des facteurs de risque à l’origine de l’initiation d’un épisode, la compréhension de la pathogénèse ou 

bien encore le rôle de la contamination environnementale dans le cycle de cette maladie (Anses, 

2021). Des épisodes de botulisme animal sont rapportés annuellement à l’échelle mondiale, cependant 

aucune étude n’a porté à ce jour sur l’étude de liens potentiels entre ces épisodes à une échelle globale, 

en particulier peu d’études ont été menées jusqu’à présent sur la comparaison des souches de C. 

botulinum impliquées dans les foyers de botulisme animal. Cet élément est pourtant essentiel pour 

mieux comprendre les mécanismes et proposer des mesures de prévention ou de gestion. A ce jour, 

une centaine de génomes sont disponibles dans les bases de données publiques, ce qui s’explique 

notamment par l’absence de méthode simple et robuste pour isoler les souches de C. botulinum du 

groupe III impliquées dans le botulisme animal. 

Cette absence de méthode d’isolement constitue actuellement un verrou méthodologique qui 

n’a pas permis le développement d’outils de typage comme cela a pu être le cas pour d’autres bactéries 

pathogènes. Disposer d’outils pour permettre de tracer les souches de C. botulinum impliquées dans 

les épisodes de botulisme animal et de les caractériser au niveau moléculaire est primordial pour 

progresser dans la compréhension de cette maladie.  

Les premières études menées sur les génomes de C. botulinum du groupe III ont démontré une 

proximité génétique avec deux autres espèces de clostridies, C. novyi et C. haemolyticum, au point 

d’être difficilement distinguables (Sasaki et al., 2001; Skarin et al., 2011). Ces similarités ont eu pour 

conséquence la création du groupe d’espèces Clostridium novyi sensu lato. Au sein du groupe C. 

novyi sensu lato, 4 lignées ont été définies à l’aide d’une analyse comparative des génomes de ce 

groupe (Skarin & Segerman, 2014).  

Ainsi, ce travail de thèse avait pour objectif d’élaborer et évaluer des approches permettant de 

typer ces souches de C. botulinum du groupe III liées à des épisodes de botulisme animal en tenant 

compte de ce contexte particulier.  
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1. Développement d’une méthode d’isolement des souches de C. botulinum du groupe III 

La première étape a consisté à améliorer la méthode d’isolement des souches. Une méthode 

rapide et facile à utiliser a pu être mise au point pour isoler les souches de C. botulinum du groupe III 

à partir des foies d’origine aviaire. Notre approche s’est basée sur la capacité de résistance des spores 

au cours de l’extraction d’ADN réalisée avec le kit InstaGene. Cette étape d’extraction permet 

d’éliminer une grande partie des bactéries présentes dans l’enrichissement de départ. Ce kit a été 

choisi car il avait déjà été démontré qu’il ne permettait pas l’extraction d’ADN intracellulaire des 

spores de l’espèce Bacillus cereus (Brauge et al., 2018). La méthode d’isolement a été évaluée sur un 

panel d’enrichissements représentatifs des épisodes de botulisme aviaire survenus en France et 

confirmés par le LNR botulisme aviaire entre 2013 et 2019. Pour s’assurer que la méthode fonctionne 

sur l’ensemble des souches de C. botulinum du groupe III, des foies ont été artificiellement 

contaminés avec 4 types toxiniques (C, D, C/D et D/C). Sur les 22 enrichissements naturellement 

contaminés testés au cours de l’étude, 21 souches ont pu être isolées. Le gène codant pour la toxine a 

été conservé sur 14 de ces 21 souches, ce qui est un taux plus élevé qu’avec les méthodes d’isolement 

utilisées auparavant (Anza et al., 2014a; Franciosa et al., 1996). Il est à noter que la méthode ne 

fonctionne que sur des enrichissements de foies. En ce qui concerne les échantillons d’environnement, 

la difficulté pour isoler les souches s’explique par une forte proportion d’espèces bactériennes 

résistantes à l’extraction (ce qui a pour conséquence l’impossibilité d’obtenir des colonies isolées sur 

les géloses) et par une présence de C. botulinum en plus faible quantité que dans les organes. 

L’utilisation d’autres milieux gélosés pour la culture de C. novyi sensu lato (Milieux BAB2, 

Fastidious Anaerobe Agar ou McClung Toabe agar par exemple) pourrait être évaluée pour 

déterminer si l’isolement pourrait être facilité par rapport au milieu EYA. 

Le développement de cette nouvelle méthode d’isolement est une avancée pour explorer la 

diversité des souches du groupe d’espèces C. novyi sensu lato. L’obtention d’un plus grand nombre 

de souches isolées permettra, à l’aide du séquençage de génomes complets, de mieux tracer les 

souches lors des épisodes de botulisme animal en plus d’améliorer nos connaissances sur la 

physiologie de la bactérie. L’isolement des souches pourrait cependant encore être plus facilité en 

développant un milieu de culture sélectif, notamment pour les échantillons d’environnement pour 

lesquels l’isolement n’est pas optimal pour le moment. Pour ce faire, l’étude des génomes pour 

trouver des caractéristiques spécifiques des souches de ce groupe d’espèces (gènes de résistance à 

certains antibiotiques ou des voies métaboliques spécifiques) est nécessaire. D’autres outils basés sur 

l’immunocapture, comme cela a déjà été fait pourraient être explorés (Anza et al., 2014a). La 

combinaison de l’immunocapture et de la cytométrie en flux a par exemple permis d’isoler avec 
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succès des souches d’espèces bactériennes présentes dans le microbiote intestinal comme 

Faecalibacterium praunitzii (Bellais et al., 2022). L’immunocapture qui nécessite la production 

d’anticorps ciblant la bactérie d’intérêt n’a pas été envisagée dans un premier temps du fait de la 

réglementation MOT et des difficultés d’expédition des souches vers un prestataire pour obtenir les 

anticorps. 

Une alternative à cette étape d’isolement pour l’étude des souches de C. botulinum est le 

développement de systèmes PCR suffisamment spécifiques pour s’affranchir de l’étape d’isolement. 

Un premier outil nommé MLVA a donc été évalué au cours de cette thèse. 

2. Évaluation de l’outil de typage MLVA 

Au cours des dernières décennies, plusieurs outils de typage ont été utilisés pour tracer les 

souches responsables de botulisme animal (Anza et al., 2014a; Hill et al., 2007; Myllykoski et al., 

2009). Juste avant le début de ma thèse, un schéma MLVA a été développé pour typer les souches de 

C. novyi sensu lato par le CNR italien (Auricchio et al., 2019). Cet outil est déjà utilisé pour le typage 

d’un grand nombre de bactéries pathogènes dont les souches de C. botulinum des groupes I et II (Fillo 

et al., 2011; Macdonald et al., 2008; Umeda et al., 2013). Dans le cadre de ma thèse, j’ai eu 

l’opportunité d’effectuer un séjour de recherche de 10 jours à l’Istituto Superiore di Sanita de Rome 

dans l’équipe de Fabrizio Anniballi pour être formé à la méthode MLVA et pouvoir la transférer au 

laboratoire à mon retour. J’ai ensuite évalué la méthode sur les souches isolées au laboratoire et sur 

des échantillons bruts collectés dans le cadre de 2 épisodes de botulisme animal. Les résultats obtenus 

ont montré que la méthode est applicable pour les souches de la lignée Ia (majoritairement composée 

de souches de C. botulinum du groupe III de type C/D) avec une amplification de l’ensemble des 

cibles et partiellement pour celles de la lignée Ib (majoritairement composée de souches de C. 

botulinum du groupe III de type D/C) avec une amplification d’une partie des cibles. Sur les 9 régions 

VNTR sélectionnées initialement pour le schéma MLVA, l’amplification n’était pas systématique 

pour deux d’entre elles, avec un manque de reproductibilité au sein des souches ou entre les 

échantillons. Il a donc été décidé de supprimer ces 2 VNTR parmi les cibles de la méthode. Par 

ailleurs, une absence d’amplification de certaines voire de toutes les cibles VNTR a été observée pour 

les souches des lignées II, III et IV. Cela peut s’expliquer, selon la cible, soit pas l’absence du VNTR 

dans le génome de ces souches soit par des mutations au niveau des régions ciblées par les amorces 

PCR.  

En conclusion, la méthode MLVA s’est révélée extrêmement intéressante pour tracer des 

souches lors d’un épisode de botulisme et pour valider les hypothèses émises sur l’origine de 
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contamination lorsque l’épisode est lié à une souche de la ligné Ia. Le schéma MLVA évalué est ainsi 

applicable pour les souches de la lignée Ia. Pour les autres souches, il serait intéressant de construire 

de nouveaux schémas spécifiques de chaque lignée en modifiant les séquences des amorces des 

régions VNTR déjà existantes ou en recherchant de nouvelles cibles à l’aide des génomes disponibles 

dans les bases de données. L’étude menée sur un épisode de type D/C a permis l’amplification 

systématique de 3 des 7 VNTR (Souillard et al., 2021). La disponibilité de nouveaux génomes suite 

à la publication de Fillo et al. en 2021, notamment de génomes des lignées Ib et II, ouvre de nouvelles 

perspectives pour ces deux lignées (Fillo et al., 2021). La recherche d’autres VNTR spécifiques à ces 

deux lignées constitue une piste à explorer pour le typage de ces souches. 

Ces résultats montrent que le développement d’un outil de typage PCR discriminant et commun 

à l’ensemble des lignées ne semble pas adapté du fait des trop fortes disparités retrouvées entre les 

souches de lignées différentes et ne semble donc pas être la solution à privilégier. Des cibles 

spécifiques à chaque lignée doivent être définies pour pouvoir, dans un premier temps, déterminer la 

lignée des souches étudiées. Pour ce faire, une analyse comparative des génomes est nécessaire pour 

sélectionner ces cibles. Cependant, le manque de génome dans les bases de données, notamment pour 

les lignées II, III et IV, peut avoir comme conséquence un manque de spécificité des cibles lors de la 

sélection, le panel étant trop petit pour être représentatif des souches présentes naturellement. Afin 

d’obtenir un nombre de génomes plus important, les différentes étapes en amont du séquençage 

doivent être optimisées, à commencer par l’extraction d’ADN qui s’est révélée être plus difficile que 

prévue au cours du projet de thèse. 

3. Sélection des protocoles d’extraction d’ADN et séquençage du génome 

Les bactéries sporulées Gram positif dont fait partie les trois espèces du groupe C. novyi sensu 

lato sont connues pour être difficiles à lyser. En forme végétative, la couche de peptidoglycane des 

bactéries à coloration de Gram positif (Cabeen & Jacobs-Wagner, 2005) est plus difficile à rompre 

que celles des espèces à coloration de Gram négatif. En forme d’endospore, la bactérie est encore 

plus résistante et peut même survivre à toute les étapes de certains protocoles d’extraction d’ADN 

(Knüpfer et al., 2020; Le Gratiet et al., 2020). Pour les souches de C. novyi sensu lato, la libération 

d’enzymes DNases pouvant fragmenter l’ADN extrait lors de la lyse bactérienne est une limite 

supplémentaire à l’obtention d’un rendement d’extraction acceptable pour du séquençage de génome. 

Toutes ces difficultés, en plus de l’isolement des souches, expliquent le faible nombre de génomes 

disponibles dans les bases de données publiques. En France, la réglementation sur les MOT rajoute 

des contraintes supplémentaires (peu de laboratoires autorisés à séquencer les souches de C. 
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botulinum du groupe III, coût du transport, délai administratif d’obtention des autorisations de 

cession). Dans les études ayant permis le séquençage de génomes de souches de C. novyi sensu lato, 

différents protocoles ont été utilisés pour extraire l’ADN (Fillo et al., 2021; Skarin et al., 2011; Skarin 

& Segerman, 2014; Woudstra et al., 2017; Woudstra et al., 2021). 

Lors de ce projet, une comparaison de 5 protocoles d’extraction d’ADN a été effectuée dans le 

but de déterminer lesquels sont adaptés pour effectuer du séquençage de génome short-reads et/ou 

long-reads. Les résultats de cette étude montrent que 2 protocoles testés permettent d’obtenir une 

quantité d’ADN suffisante pour du séquençage short-reads : le MasterPure Complete DNA and RNA 

purification Kit et un protocole interne développé dans une étude où le séquençage du génome 

complet de 4 souches de C. botulinum du groupe III a été effectué (Woudstra et al., 2021). 

Dans notre étude, le kit MasterPure Complete DNA and RNA purification et le protocole 

interne permettent d’obtenir un meilleur rendement à partir d’un enrichissement de 6 h. Une étude où 

20 protocoles d’extraction ont été comparés sur la bactérie sporulée Bacillus anthracis, le kit 

MasterPure Complete DNA and RNA purification s’est également révélé être le protocole avec le 

plus haut rendement d’extraction d’ADN à partir de cellules végétatives. Ce kit n’est cependant pas 

adapté pour extraire l’ADN de spores bactériennes (Knüpfer et al., 2020).  

Concernant les kits où le rendement n’est pas suffisant pour le séquençage de génome, une 

optimisation des protocoles est possible. Pour le MasterPure Gram Positive purification kit, pourtant 

spécifique des bactéries à coloration de Gram positif, le rendement insuffisant peut s’expliquer par 

une incubation à 37 °C trop longue lors de l’étape de lyse, qui pourrait laisser le temps aux enzymes 

DNases libérées de dégrader l’ADN. Le volume de culture à extraire peut aussi être augmenté pour 

avoir plus de cellules végétatives à lyser et donc extraire plus d’ADN. Enfin, le volume d’élution final 

va aussi déterminer la concentration d’ADN finale. Avec le kit QIAamp DNA mini kit, le volume 

d’élution de 200 µl est trop élevé pour obtenir une concentration d’ADN suffisante pour le séquençage 

de génome alors que la quantité extraite est adaptée pour du séquençage short-reads. En ce qui 

concerne la taille des fragments d’ADN extrait, donnée importante pour pouvoir faire le séquençage 

long-reads, les résultats indiquent que le protocole interne est plus adapté pour ce type de séquençage, 

en plus d’avoir déjà été utilisé dans une précédente étude (Woudstra et al., 2021). 

En ce qui concerne la préparation des librairies, la faible proportion de bases GC des génomes 

de C. novyi sensu lato peut entrainer des difficultés lors de l’étape de tagmentation avec le kit standard 

Nextera XT utilisé pour le séquençage Illumina. En effet, la taille des fragments obtenue n’est pas 

uniforme et la quantité d’ADN amplifiée peut se révéler insuffisante pour obtenir une bonne 
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couverture lors du séquençage. L’utilisation du kit Nextera DNA flex semble plus adaptée aux 

souches de C. novyi sensu lato et plus globalement aux génomes à bas GC%.  

Plusieurs séries de séquençage ont été effectuées au cours de cette thèse, avec des résultats 

mitigés. Des séquences contaminantes (provenant d’autres clostridies) ont été retrouvées dans les 

données de séquençage et les génomes assemblés ont une taille plus grande que la taille attendue. 

Une des hypothèses expliquant ce résultat pourrait être la présence de plusieurs souches de C. novyi 

sensu lato qui auraient été « isolées » en même temps avec le nouveau protocole d’isolement (des 

souches commensales en plus de la souche responsable du botulisme par exemple). La présence 

naturelle de souches du groupe C. novyi sensu lato n’a pas été étudiée pour le moment, cet élément 

n’est donc pas connu. La présence de souches multiples n’a pas été détectée au moment de l’étape 

d’isolement, ceci étant probablement lié à des morphologies très similaires des différentes souches 

sur milieu gélosé et n’a été révélée que via les données de séquençage. La détection de souches de la 

lignée Ia et de la lignée IV lors de l’étude de cas (paragraphe 2.1.3.2 de la partie sur l’optimisation 

des étapes du séquençage et les analyses comparatives des génomes de C. novyi sensu lato) semble 

aller dans le sens de cette hypothèse de co-infection par au moins une souche toxique et une souche 

non-toxique, retrouvées au niveau des foies des animaux symptomatiques. Le rôle de la présence de 

plusieurs souches au cours du processus d’infection reste à élucider et ouvre de nouvelles pistes de 

recherche dans la compréhension de la pathogénèse du botulisme aviaire. L’existence possible de 

cette co-infection n’avait pas été mise en évidence via la MLVA, les souches de la lignée IV 

n’amplifiant pas les cibles PCR du schéma MLVA actuel. Seule la présence des souches de la lignée 

Ia avait donc pu être mise en évidence.   

Parmi les résultats de séquences non exploitables, la présence de séquences d’autres clostridies 

a été mise en évidence. Cependant la recherche de ces autres clostridies dans les stocks glycérolés 

des souches séquencées n’a pas permis de les détecter. Une contamination ultérieure lors de l’étape 

d’extraction par exemple pourrait être possible et à explorer.  

En conclusion, il reste encore beaucoup de travail à effectuer pour que le séquençage de 

génomes d’une souche de C. novyi sensu lato puisse se faire en routine comme c’est le cas pour de 

nombreux pathogènes tels que Salmonella ou Escherichia coli.  

Les innovations permanentes, notamment dans le domaine de la métagénomique, pourraient 

dans les prochaines années permettre d’obtenir des génomes sans passer par l’étape d’isolement des 

souches via le séquençage Shotgun qui commence à être étudié pour certaines bactéries pathogènes 

(Buytaers et al., 2020; Buytaers et al., 2021; Saltykova et al., 2020). Comme pour les outils PCR, 
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l’approche métagénomique qui s’affranchit de l’étape d’isolement (étape qui constitue actuellement 

l’un des problèmes majeurs dans l’obtention des séquences) constitue l’une des pistes les plus 

prometteuses pour l’étude moléculaire des souches impliquées dans les épisodes de botulisme animal.  

4. Recherche de cibles d’intérêt pour le typage de C. novyi sensu lato 

L’évaluation de la méthode MLVA a révélé que l’utilisation d’un outil commun à toutes les 

lignées de C. novyi sensu lato n’est pas pertinente au vue des différences génomiques trop importantes 

entre les souches pour proposer une cible adaptée. Le développement d’outils de typage spécifiques 

pour chaque lignée est donc la clef pour discriminer les souches de manière fiable. Avant de trouver 

des cibles pertinentes pour chaque lignée, le développement de systèmes PCR permettant de 

déterminer directement la lignée de la souche à typer est nécessaire pour pouvoir sélectionner les 

outils de typage à utiliser.  

D’après les études sur les gènes fliC et le contenu en EGM réalisées avant et pendant cette thèse 

(Fillo et al., 2021; Skarin & Segerman, 2014; Woudstra et al., 2018; Woudstra et al., 2015), certaines 

caractéristiques sont retrouvées dans les lignées :  

- Les souches de C. botulinum possédant le gène bont C/D sont principalement des souches 

de la lignée Ia et possèdent tous le gène fliC-I. Elles possèdent toutes des EGM des 

catégories 2 et 3 (PG 2 et PG 3) et sont les seules à posséder ceux de la catégorie 7 (PG7). 

- Les souches de C. botulinum possédant le gène bont D/C sont principalement des souches 

de la lignée Ib. Les gènes fliC-I, II, IV, VI et VII sont retrouvées dans cette lignée. Les 

gènes fliC-IV, VI et VII sont cependant retrouvés spécifiquement dans la lignée Ib. Cette 

ligné est la seule à avoir des EGM de la catégorie 14 (PG 14). 

- Les souches de C. botulinum possédant le gène bont C sont principalement des souches de 

la lignée II qui possèdent le gène fliC-II. Les EGM des catégories 4 et 23 (PG4 et PG23) 

sont uniquement retrouvées dans cette lignée. 

Pour les lignées III et IV, le faible nombre de génomes présents dans les bases de données 

(respectivement 3 et 7 génomes) ne permet pas de mettre en lumière des caractéristiques spécifiques 

de ces lignées. 

Malgré ces tendances, les événements de transferts horizontaux du bactériophage portant le 

gène bont entre souches de C. novyi sensu lato, la perte potentielle d’EGM et la présence de plusieurs 

gènes fliC retrouvées dans la lignée Ib ne permettent pas l’utilisation de ces cibles pour valider avec 

certitude la lignée de la souche à tester. L’analyse comparative des 118 génomes disponibles lors de 
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cette thèse a permis de trouver un ou plusieurs gènes de flagelline spécifiques de chaque lignée. Des 

systèmes PCR ont été dessinés et sont actuellement en cours d’évaluation. L’objectif final serait 

d’arriver à un protocole d’une ou plusieurs PCR permettant de déterminer la lignée de la souche avec 

précision à partir de l’extrait d’ADN brut.  

5. Analyse des systèmes CRISPR-Cas 

Dans une étude précédente visant à étudier le contenu en EGM de C. botulinum du groupe III, 

les systèmes CRISPR-Cas ont été étudiés sur des souches de type C/D et D/C (Woudstra et al., 2016). 

Des systèmes incomplets ont été retrouvés sur les souches de type C/D et des systèmes complets chez 

les souches de type D/C (Woudstra et al., 2016). L’utilisation de ces systèmes en tant que cible pour 

du typage a été testé pour les souches de type D/C génétiquement très proches et a permis de les 

différencier (Woudstra et al., 2016). Pour les souches de type C/D, cette approche n’a cependant pas 

été évoquée (Woudstra et al., 2016). Dans une autre étude, il a été montré que les systèmes CRISPR-

cas sont présents dans 80 % des génomes de C. botulinum testés et qu’ils sont retrouvés dans les EGM 

chez C. botulinum du groupe III (Negahdaripour et al., 2017). Au cours de la thèse, les systèmes 

CRISPR-Cas ont été recherchés et étudiés sur l’ensemble des génomes de C. novyi sensu lato 

disponibles dans le but de déterminer la prévalence de ces systèmes dans le groupe d’espèces, 

d’explorer la diversité du contenu en spacers des souches et d’évaluer si ces régions pouvaient être 

utilisées pour le développement d’un outil de typage. 

Les résultats de l’étude ont révélé la présence des systèmes CRISPR-Cas dans 95 % des souches 

de C. novyi sensu lato étudiées. Une étude similaire réalisée sur 241 souches de C. botulinum du 

groupe I et C. sporogenes avait montré une prévalence des systèmes de 83 % (Wentz et al., 2022). 

Ceci suggère une forte présence de ces régions chez C. botulinum en général malgré la forte diversité 

génétique présente entre les différents groupes. Pour les souches de C. novyi sensu lato possédant des 

locus CRISPR, le nombre de systèmes présent varie entre 1 et 3. Six types de systèmes différents sont 

retrouvés à la fois sur le chromosome et sur certains EGM. Les systèmes de classe 1 (I-B, I-D, III-B 

et III-D) sont les plus présents, un résultat déjà observé chez les clostridies de manière générale 

(Makarova et al., 2020). Pour les souches des lignées I, II et IV seul le système de type I-B est 

identifié. Pour les autres lignées, une plus grande diversité de systèmes est observée avec des types 

I-B, I-D, III-B et II-C pour la lignée Ib et I-B, I-D, III-D et V-U pour la lignée II. Les séquences des 

« repeats » sont également très variables (plus de 30 séquences différentes de « repeats » détectées 

dans les 58 génomes). 
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Le contenu en spacers et les EGM ciblés par les systèmes est très diversifié. Au total, 2045 

spacers uniques ont été détectés. A titre de comparaison, pour l’espèce M. tuberculosis, seulement 50 

spacers uniques sont présents pour plus de 1000 souches analysées (van Embden et al., 2000). Il n’y 

a qu’une petite proportion de spacers dont la cible a pu être identifiée (474 spacers) correspondant à 

776 EGM uniques différents. La distribution entre phages et plasmides est proche du 50/50, comme 

observé dans l’étude faite avant la thèse (Negahdaripour et al., 2017). Cette proportion n’est pas 

retrouvée chez d’autres procaryotes ou la proportion de phages ciblés se trouve aux alentours de 85% 

(Long et al., 2019; McGinn & Marraffini, 2019). Le résultat obtenu lors de cette étude pourrait être 

expliqué par une mauvaise annotation de certains plasmides qui seraient en réalité des phages. Sur 

les 776 EGM uniques identifiés, seuls six d'entre eux représentent 20,2 % des résultats de BLAST. Il 

s’agit d’EGM retrouvés couramment chez C. novyi sensu lato (2 bactériophages contenant le gène 

bont, 2 hybrides plasmide-phage p4 et p6, le plasmide p2 et le prophage C_Wou-2020a). Cette 

observation suggère que des transferts horizontaux arrivent fréquemment entre souches de C. novyi 

sensu lato pour ces 6 éléments, ce qui a déjà été établi de manière générale dans une autre étude 

(Skarin & Segerman, 2014). Concernant la présence des EGM dans les génomes possédant un spacer 

le ciblant, deux cas de figures existent. Pour le premier, le spacer ciblant l’EGM est uniquement 

retrouvé dans les génomes ne possédant pas l’EGM. Dans notre étude, c’est le cas avec le plasmide 

p2 et le prophage C_Wou2020a. L’autre cas de figure est la présence de l’EGM et du spacer le ciblant 

dans le génome. Cela a été observé pour les EGM p1, p4 et p6. Ce résultat paradoxal a déjà été observé 

dans une autre étude sur plusieurs espèces bactériennes mais avec un auto-ciblage du chromosome 

bactérien et non d’un EGM (Wimmer & Beisel, 2020). Dans cette étude, il est expliqué que l’impact 

de cet auto-ciblage est mineur car compensé par réparation de l’ADN après le clivage de la zone 

ciblée (Wimmer & Beisel, 2020). Une autre hypothèse émise est la présence de ce spacer pour éviter 

une surinfection de la souche avec deux EGM de même catégorie. Cependant, ces études ont été 

réalisées uniquement in silico. Des expérimentations in vitro sont nécessaires pour mieux comprendre 

la co-habitation de ces spacers et de l’EGM. Par exemple, il serait intéressant de transférer un EGM 

de même catégorie dans la souche possédant déjà l’EGM et le spacer le ciblant pour voir si le nouvel 

EGM transféré est éliminé ou persiste après plusieurs sous-cultures.  

La présence d’un PICI ou Phage Inducible Chromosomal Islands a été observée sur 12 génomes 

de la lignée II près d’un système CRISPR-Cas de type V-U. C’est la première fois que ce type d’EGM 

est retrouvé chez C. botulinum, alors qu’il est surtout retrouvé chez des bactéries à coloration Gram 

positif (Fillol-Salom et al., 2018). Dans le PICI détecté chez C. novyi sensu lato, un gène cas14a est 

associé à un locus CRISPR et à un système de modification restriction (3 types différents retrouvés 



 

190 
 

sur les 12 génomes), un autre système de défense bactérien ciblant l’ADN exogène. Des recherches 

supplémentaires sont nécessaires pour étudier cet élément PICI et son rôle dans l'écologie de la lignée 

II de Clostridium novyi sensu lato. 

En ce qui concerne l’utilisation des systèmes CRISPR-cas comme cibles pour le développement 

d’outils de typage communs à l’ensemble des souches de C. novyi sensu lato, les observations laissent 

penser que ce n’est pas possible au vue de la diversité retrouvée au niveau des types, des répétitions 

de séquences et des spacers sur les 58 génomes. Cependant, pour les souches de la lignée Ia qui sont 

très proches génétiquement, les séquences de répétitions communes observées entre certaines souches 

peuvent potentiellement servir comme cible pour typer les souches de cette lignée. Des répétitions 

communes ont aussi été observées dans les lignées III et IV, même s’il faut garder à l’esprit que le 

nombre de génomes étudiés pour ces lignées est plus faible. Cet outil, s’il se révèle discriminant, 

pourrait servir, au même titre que la MLVA, à discriminer ces souches qui sont beaucoup retrouvées 

en Europe depuis maintenant plus d’une dizaine d’années (Anza et al., 2014a; Skarin et al., 2013; 

Woudstra et al., 2016). 

Ces travaux de thèse ont permis de proposer une méthode de typage pour les souches de la 

lignée Ia de type C/D avec un protocole d’isolement des souches et une méthode MLVA. Ces outils 

pourront être utilisées en routine très rapidement par le LNR botulisme aviaire. Pour les souches des 

autres lignées, des travaux complémentaires sont nécessaires pour proposer des outils adaptés à 

chacune de ces lignées. Les perspectives de ces travaux de thèse sont de: 

- Finaliser l’évaluation des systèmes PCR (cibles identifiées au cours de la thèse et ciblant 

différents gènes de flagelline) pour identifier la lignée de la ou des souches dans un échantillon terrain. 

- Evaluer la possibilité de combiner le séquençage « short reads » et « long reads » pour 

obtenir un génome complet de C. novyi sensu lato. 

- Suite à la détection d’au moins deux souches distinctes dans l’ensemble des échantillons 

lors de l’étude de cas : 

 Explorer la fréquence des co-infections par des souches des différentes lignées dans la 

collection du LNR. 

 Explorer le rôle de cette co-infection dans la pathogénèse du botulisme animal. 

 Explorer le rôle de cette co-infection dans la physiologie de cette bactérie et dans la 

stabilité du phage codant pour la toxine. 

- Evaluer le potentiel du séquençage Shotgun pour permettre de tracer les souches 

impliquées dans le botulisme animal. 
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ANNEXES 
 

Annexe 1 : Plan de Management Qualité de la Thèse et rapport final des deux audits effectués lors de 
la thèse. 
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Annexe 2 : Posters présentés pendant la thèse 
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Annexe 3 : Fiche de suivi qualité du protocole d’isolement des souches de C. botulinum du groupe III. 
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Annexe 4:  Standard Operating Procedure on Multiple-Locus Variable number of tandem repeat 
Analysis (MLVA) from Clostridium botulinum group III cultures. 
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Titre: Typage des souches de Clostridium botulinum du groupe III : Développement d’outils et application 
à l’épidémiologie du botulisme animal. 
Mots clés : Clostridium botulinum, botulisme animal, outils de typage, séquençage, CRISPR-Cas, MLVA. 

Résumé : Le botulisme animal qui touche 
principalement les volailles, l’avifaune sauvage et les 
bovins se manifeste par une paralysie flasque causée 
par l’action des neurotoxines botuliques. Les toxines 
les plus fréquemment associées aux épisodes de 
botulisme animal sont celles de type C, D, C/D et 
D/C, produites par Clostridium botulinum du groupe 
III, une bactérie anaérobie stricte sporulante, 
regroupée avec les espèces Clostridium novyi et 
Clostridium haemolyticum, sous le terme Clostridium 
novyi sensu lato. 

L’épidémiologie du botulisme animal est encore 
méconnue et les données d’épidémiologie 
moléculaire relatives aux souches impliquées dans le 
botulisme animal sont quasi inexistantes. Ceci 
s’explique principalement par l’absence d’outils de 
typage pour caractériser les souches du groupe C. 
novyi sensu lato, liée aux difficultés pour isoler les 
souches de ce groupe. 

L’objectif de la thèse est de développer des outils 
de typage adaptés à ce contexte particulier pour 
permettre de mener des investigations 
épidémiologiques lors d’épisodes de botulisme animal 
et pouvoir à terme tracer les souches. 
Dans un premier temps, une méthode d’isolement a 

été développée et validée sur des souches 
impliquées dans des épisodes de botulisme animal en 
France. Cette méthode a pemis d’isoler 35 souches 
associées à des épisodes de botulisme aviaire.  

Puis un outil de typage MLVA (Multi Loci Variable 
number of tandem repeats analysis) a été évalué sur 
la collection de souches isolées puis appliqué en 
conditions réelles dans le cadre d’investigations 
menées dans deux épisodes de botulisme animal. 
Une autre piste de typage a ensuite été explorée via 
l’étude des systèmes CRISPR-Cas (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats – 
CRISPR associated protein). Les résultats ont révélé 
une prévalence de ces systèmes chez 95 % des 
souches de C. novyi sensu lato, avec une grande 
diversité (6 types de système CRISPR-Cas). Cette 
grande diversité n’a pas permis de proposer un outil 
de typage basé sur les  CRISPR-Cas. 
Enfin, après une première étape d’optimisation des 

différentes étapes en amont du séquençage , les 
génomes de C. novyi sensu lato ont été comparés 
afin d’identifier de nouvelles cibles pertinentes.  
Ces travaux ont permis de développer une 

approche permettant de séquencer les souches 
impliquées dans le botulisme aviaire (depuis 
l’isolement jusqu’au séquençage de l’isolat) et de 
mettre en place une méthode MLVA qui se révèle 
particulièrement adaptée au contexte du botulisme 
aviaire. Ils ont également permis d’identifier de 
nouvelles cibles très prometteuses qui permettront 
de proposer d’autres outils de typage dans le futur, 
applicables au botulisme animal de manière général. 

Title:  Clostridium botulinum group III typing: Development of tools and application to the 
epidemiology of animal botulism.
Keywords: Clostridium botulinum, animal botulism, typing tools, WGS, CRISPR-Cas, MLVA. 

Abstract: Animal botulism, which affects mainly 
poultry, wildbirds and cattle, is a neuroparalytic 
disease caused by the action of botulinum neurotoxins 
type C, D, C/D and D/C. They are produced by 
Clostridium botulinum group III, an anaerobic, spore-
forming bacteria belonging to the genospecies 
Clostridium novyi sensu lato alongside Clostridium 
novyi and Clostridium haemolyticum. 
The epidemiology of animal botulism is still poorly 

understood and molecular typing data are missing. 
This is mainly due to the unavailibity of typing tools for 
C. novyi sensu lato characterization, mostly because 
strain isolation is very difficult. 
The objective of the PhD project is to develop typing 

tools adapted to this specific context to be able to 
perform epidemiological investigations during animal 
botulism outbreaks and strain tracking in the future. 
First, an isolation method was developed and 

validated using strains involved in animal botulism 
outbreaks in France. This method allowed the isolation 
of 35 strains from avian botulism outbreaks.  

Then, a MLVA (Multi Loci Variable number of 
tandem repeats analysis) typing tool was evaluated 
on the isolated strains and used in real conditions 
during the investigation of two animal botulism 
outbreaks. Another potentiel typing approach was 
then explored through the study of CRISPR-Cas 
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats – CRISPR associated protein) systems. 
The results revealed the presence of these systems 
in 95 % of  C. novyi sensu lato genomes, with a 
great diversity (6 different types of system). This 
high diversity prevents the development of a typing 
tool based on these CRISPR-Cas systems. 
Finally, following the optimization of the different 
steps preceding sequencing, C. novyi sensu lato 
genomes were compared to identify new relevant 
targets.  
This work allowed the development of an approach 
to sequence strains involved in avian botulism (from 
strain isolation to whole genome sequencing) and to 
set up an MLVA method that is particularly adapted 
to the study of avian botulism. It has also allowed 
the identification of new targets that are very 
promising for the development of new tools in the 
future, usable to investigate all animal botulism 
outbreaks.  


