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RESUME : Une étude de fmis années en Normandie nous a conduit vers divers moyens d'appmhe de la ri~odococwse équine. 

Après avoir développé une méthode ELISA pour le diagnostic ind~duel chez le bal et 1'Btude de la prévalence globale au sein d'un 
haras, il semblait intéressant d'aller recueillir des infonnaflons sur les sols de haras normands dans la mesure ou cette bacthe 
opportuniste est essentiellement tellurique. Nos obsemtions ont pu confirmer des Btudes précédenies [1,6j, nous permettant 
d'évaluer le risque adIodococcus i, de 1 a 5 et de montrer iWmife conéiaüon existant entre la contamination du sol, le surpafurage 
et le risque de modococcose. L'émergence de souches résistantes B i'érythmmycine (10%) et de plasmides de vimience différents 
de ceux décnïs antérieurement doit inciter A renforcerles mesures de prophylaxie medicales et zootechn@ues adaptées. 

S u w v  : A three-yeam appmach of aquine dmdococcosis in Normandy bmught us to use daferen! methods of diagnosis and 
prevention of this severe pathology. 

Our fi& work was fo use a total anfibody's ELISA as a sweening method in stud-fanns or individual tool for confimation diagnosis, 
specially for foals. 

Using a selective culture medium to isolate the badena on biological samples such as, dungs, soi1 or respirafoiy washes, we had the 
opportunity fo sumy the antibiosensibility of bacterial sb-ains in Nonnandy. Emergence of eqthmycin resistanf strains (lm) and 
ofa new fype of vimlance plasmid cooM be a Mure care forprevenfion and b-eafmenf. 

The numemus analysis we made in studs with or without cases of rhodococcosis bmught us to the same conclusions as deswi'be 
previously [1,6]. We have evaloafed this risk h m  1 to 5 and clearly saw thaf it was fineerly cmlated wifh the number of vimlent 
strains of Rhodococcus equi on soil. 

I - INTRODUCTION 

Rhodococ~ q u i  est un germe pathogbne majeur du d'immuncdéfiaence physidogique du poulain lors de la chute 
parenchyme pulmonaire du poulain de 1 A 6 mois (figure 1). de sa protection colostaie p, 121. 
pourtant, cette bacterie tellurique est largement dispersée 
dans la nature et au sein de diverses es- animales [l]. 

Des donnh plus réœntes sur les facteurs de vinilence 

Elle se touve présente dans I'envimnnement normal du 
(plasmide et protdine associée), ont permis de mieux 
canicténser les souches et d'obtenir de Miables marqueurs 

poulain et pourra, dans certaines conditions, provoquer des 
maladies graves et parfds mortelles 121. 

moléailaires 16, 7, 91. 

Dans le risque de h o d o m s e  pulmonaire, les fa&urs 
La parüapation de certains types d'Herpéç vinis équin 
(EHV2) comme ipmmteur r de I'infedon pulmonaire chez 

déterminants sont tout d'abord l'inhalation ou I'ingestion 
am'denteile de la bactérie, conjuguée A un stade 

le pwlain a aussi é1é avancée [5). 
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FIGURE 1 

Incidences de la rhodowccose équine 

IMPORTANCE DE LA MALADIE I 
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chez le poulain Performance sportive 

15 %des causes Etat enzootique dans 
de mortalité les haras touchés 

Plusieurs éléments épidémiologiques comme i'aspect 
enzootique au sein des élevages ou enwre l'importance du 
nombre de bactéries dans le sol, bien dkrits à I'extérieur du 
territoire franwis [6, 7, I l ] ,  nous ont incité à étudier la 
présence de cette bactérie dans le sol de haras en Basse 
Normandie dans lesquels des cas diniques de rhodococmse 
avaient été mis en évidence. 

Au cours de ces kavaux, il nous importait de pouvoir 
déterminer le taux de contamination des haras étudiés, de 
caractériser la vinilence des souches isolées du sol, et de 
vérifier la sensibilité de ces souches à I'éry#?romycine et à la 
rifampicjne [2, 8,9]. 

Nous présentons ici, après avoir brièvement décrit notre 
protocole de kavail, les premien kultats de 3 années 
d'étude en BasseNormandie. 

II - MATERIELS ET METHODES 

Les prélèvements sont réalisés par le laboratoire en 
diirents points du haras définis en tenant compte du mode 
d'élevage (figure 2): Mangeoire sélective, paddodc d'attente 
avant insémination, paddock des juments suitées ... Les 
prékvements sont effechiés en 3 points par zone et 
ensemen& le jour meme au laboratoire. 

1 gramme de pélévement [sol, crottin] est dilué dans un 1 ml 
de milieu salin, ensemencé sur un milieu enrichi sélectif 
(cydoheximide, acide nalidixkque, novobidne) et incubb A 
37% pendant 2 à 3 jours. Après comptage des colonies 
suspectes, idenofication par une coloration de Gram et 
réalisaiion des tests sur galeries APl-mryne (Bicmé~iwx), un 
antibiogramme est réaiisé de façon systématique sur chaque 
souche de Rhodococcus q u i  ainsi isolée, grâce à la 
méthode semi-liquide (ATBVet 1 biiMérieux). 

La souche isolée est conservée en souchothèque à - 75°C 
sur Cryobille (laboratoire AES) et permeh ultéfieurement 
I'élaboration d'autovaccins. 

Chaque souche est &galement caracwsée par la recherche 
des facteurs de vinilence (plasmide et protéine] par les 
techniques de biologie molhlaire. La recherche du 
plasmide de vinilence est réalisée par amplecation du 
gène tep (vinilenœ assoc'ated protein) codant pour 
la pmgine de vinilence. Bribvement, apes e x b 3 o n  
des acides nudéiques, ampiificaüon à I'aide d'amorces 
spécjfiques (5'-GACTCTTCACAAGACGGT-3' et 5' 
TAGGCGTTGTGCCAGCTA-3') et séparation par 
électrophorèse des pmduits amplifiés, le fragment d'ADN de 
561 pb (paires de base) caractéristique est visualisé par 
coloration au bromure d'éthidium (figure 3). 

L'extraction plasmidique permettant de déterminer le poids 
mdhla i re  du plasmide et les exp5riences d'immun&aflnité 
à I'aide de I'antimrps monoclonal 10G5 peimettant la 
détedon de la protéine de virulence sont réalisées selon la 
tedinique déwite par Takai [9]. 
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FIGURE 2 

Principe d'etude des parcelles 

ISOLEMENT DES SOUCHES AU SEIN DES HARAS 

d'élevage : mangeoire 
slecüve (1). paddock 
d'atiente avant insémination 
(Z), paddod des juments 
suitees (3) ... . Prblever en bois points par 
zone : terre, poussibre, croton. 

Matériel simple 

Milieux sélectifs 

FffiURE 3 

Application de l'amplification génique (P.C.R.) A Rhodococcus equi 

DD(tcction da p l d d e  de vlrolenee 
par PCR. L'ADN des colonla de 
Rhnlococcw rgvi erf e m i f 5  8mpülY par 
PCR i ~'aidr d 'uaorca spkirqua et 
viruiüst, après s6paration pu 
electropborérc, pu cokra!ioii an bromure 
d '6tbidiom. L. fKcha indique la bande de 
564 p h  de b u e  rpkMqme du @ne vip. 
PM: rü6mncr de poids molkalilre, @ 174 
digW p u  ïUmàiU . 1 1 5: kbmtülons 
milyds 6: eonlr6k + de PCR 7: coDfrgk 
d > u ~ i c ü o n .  9: conu8lc - de PCR 



III - RESULTATS DES ENQUETES DE HARAS 

Le tableau I reprend 7 cas distincts parmi les 12 études faites 
sur cette durée et menées à leur terne dans des conditions 
idoines. 

Le haras n'l (figure 4, tableau II) a connu de nombreux cas 
cliniques de rhodoaxxx>se par le passé. L'enquéte révéle un 
risque élevé dü à une concentration importante en bactéries 
dans certaines zones sensibles de l'élevage, en parüculier la 
mangecire sélective des jeunes poulains. La zone 1, 
passage obligatoire dans lequel sont effectués les soins, 
constitue également une zone à risque malgré une 
concentration moins importante en bactéries. Néanmoins, 
depuis quelques années, cet élevage ne connaît plus de cas 
grave de r hodomse .  Le traitement des zones de faible 
surface (zones 1 et 2) par des pmduits bactéricides et un 
protocde de vaccination effectué à partir d'autovaccins 
élaborés avec les souches du sol de I'exploitaüon ont 
entrainé une diminution du nombre de cas au sein du haras. 
De tels résultats ont été décrits dans d'autres pays et sont 
admis par la communauté scientifique bien que le mode 
d'action et I'efficacité réelle des différents protocoles de 
vaccination restent à démontrer [IO]. Toutes les souches 
isolées sont sensibles aux deux antibiotiques dassiquement 
utilisés. érythromicine et rifampicine. 

Le haras n'2 (figure 5, tableau III) a connu des cas cliniques 
de rhodcacme dont certains ont entraîné la mort de jeunes 
poulains. Les prélèvements ont été réalisés en tenant 
compte du mode d'élevage. Les résultats présentés montrent 
que I'on retrouve la bactérie en quantité plus ou moins 
importante en fonction des sites de prélèvement. Le paddock 
n'3 présentant une quantité de bactéries supérieure au seuil 
de contamination admis est potentiellement plus infectieux 
que les autres sites étudiés. 

La présence du plasmide de virulence dans la plupart des 
souches isolées augmente le risque de maladie. Les 

antibiogrammes ayant monté que toutes les souches isolées 
étaient sensibles à I'éwromicine et la rifampicine, le 
praticien pourra engager, s'il le souhaite, ce type de 
traitement dés l'apparition des signes cliniques. 

D'une manière générale, le risque évalué aprés l'étude est 
en rapport avec xl'historique rhodoooccose du haras r .  Ceux 
ayant connu peu ou pas de cas cliniques de rhodococcose 
(haras 4, 6 et 7) présenten! un risque faible. A l'inverse, les 
haras qui ont rencon@ des problèmes de rhodücoccose 
avec parfois une mortalitb importante présentent un risque 
élevé (1.3 et 5). 

II y a plusieurs hypothèse possibles pour expliquer cette 
observation. 

En effet, le sol est un lieu très propice à la conservation de la 
bactérie, mais aussi à sa multiplicabn dans certaines 
conditions climatiques [13, 41. D'autre part, les crotons qui 
sont une des sources majeures de bactéries, favorisent sa 
mulüplication dans le sol. II y a donc au sein d'une 
exploitation un véritable effet conjugué qui aboutit parfois à 
de véritables a contaminations a de paddock. Un autre 
facteur encore assez peu étudié, réside dans la nature 
chimiaue du terrain. Les conditions de DH et de teneur en 
certains minéraux ou métaux sont peuktre à I'origine du 
maintien et de la multiplication anomale de ce germe sur le 
sol, expliquant ainsi l'edstence de a haras à rhodococcose s. 

La bactérie est parfois présente à de trés fortes 
concentrations (106 bactérieslg) dans les %ces des poulains 
infectés [6]. Les premiers résultats montrent également que 
le plasmide de virulence est présent dans de nombreuses 
souches isolées. II parait donc important de prendre des 
mesures, comme le ramassage des crotons, lorsque cela est 
possible, afin d'éviter une contamination accrue des sols 
dans les élevages où la maladie revient épisodiquement. 

IV - VARIABILITE DES SOUCHES BACTERIENNES 

Avec les données de biologie moléculaire dont nous 
disposions dés le début de cette étude [7, 91 et les 
obse~ations de diverses équipes sur I'anübiorésistance [ I l ] ,  
nous avions le souhait de travailler sur chaque haras en 
caractérisant les souches de rhcdoccoque isolées selon 
deux critéres majeures : leurs antibiovars et leurs profils 
plasmidiques. 

Des souches résistant à l'érythmmiane et la rifampicine ont 
été isolées en France [a] et à l'étranger [9] à p d r  
d'isolements cliniques. Les résultats présentés cidessus 
montrent que de mars 1995 à avtil 1998 des souches 
résistantes sont également présentes dans le sol (tableau 
IV). 

Cependant, à ce jour, auaine souche résistant à la 
riiampidne n'a pu ébe isolée du sol. 

Ce constat est important car il permet de mprendre 
comment l'infection des patures par la terre peut jouer un 
rdle dans I'aspecl enzwiique de cette maladie, mais aussi 
comment peut s'installer au sein d'une exploitation une 
population de souches résistant aux thérapeutiques usuelles. 
Ceci nous permet de renforcer l'ailiiude qui tendait à 
systématiquement effectuer un anfbicgramme sur les 
souches isolées. 



PrésenMion de plusieurs résultats d'enquaes 

CAS RESULTAT DES E S T S  DE CûNTAMiNATDN 
H m  C U N ~ E ~  M O R T M E  PROPHYUXlE DE PADWCK APRES LWQUETE 

DE HARAS 11 A 
Nol +++ t autovaccination 'nombreuses panelles avec > de 10.000 5 

avec des souches bactlg de sol 

isolh haras 'quebues paddodts réservés aux poulains 
étant îrès contaminés 

N'2 ++ ++ absence *quelques parcelles tès contaminées 3 

NO3 +++ +++ absence 'plusieurs paddocks réservés aux poulains 4 
[mangares s W v e s  ...] fortement 

contaminés 

NO4 O O absence plusieurs paddocks assez contaminés 1 
[IO00 a lOW bactlg de sol] mais 

uniquement sur des paddocks de passage 
[juments suitees avant saillie ...] 

N'5 +t tt absence 'de nombreuses parcelles khs contaminees 4 

'beauawip de sources de contamination sur 
des passages obligatoires pour les poulains 

N'6 + t absence 'absence de paddocks trbs contamines [- de 1 
1000 badlg de sou 

'faible contamination des zones de passage 

N'7 t O absence 'rares zones faiblement contaminées 1 

pas de risque de surpgturage 



FIGURE 4 

Etude dbillée du Haras no 1 

LEGENDP, 

de ~ h ~ d ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  e g u i  1 103 à104bactiries /gramme . .. 
./ < IO3 bactérieslgramme i$$> 104 bactéries 1 gramme 

*: somcbe pois6dant l e  plismide de virulence 

A: terre en surface T k  : terre en profondeur O :crottin 

zone 1: passage soins adultes et poulains 
zone 2: mangeoire sélective des poulains 
zone 3: paddock adultes et poulains 
zone 4: paddock adultes et poulains 
zone 5 :  paddock adultes - : barrière 

TABLEAU II 

R6auiiais des contaminaiions de paddock du Haras no 1 

Srr~s DE NATURE OU RECHERCHE DE NOMBRE PUSMOE DE RESISTANCE AUX 
PRELMENT PRELMMENT RHODOCOCCUSEWI BACTERESJG~B WLENCE ANTIBIOTWE~ --- - 

m e  1 sd POSITIVE 5001000 Présent Çensible 

zone 2 sd, crottin POSITIVE 2. 10' Présent Sensible 

zone 3 sol. croton POSITIVE 2.10' Présent Sensible -. 

zone 4 sol, cmttin POSITIVE 10( P~tsent Sensible 

m e  4 sol. cmttin POSITIVE ~ 1 0 0 0  Présent Sensible 

[l] . Swil de wntaminatim risque . > 10' Wrieslg 
[Z] . Erythmrnycine et Rifampitine 



FNURE 5 

Etude détaillée du Haras no 2 

T P g W  III 

Résultats de contamination des paddocks du H a m  no 2 
- 

SITES DE NATURE DU RECHERCHE M NOMBRE PIASMIDE DE RESISTANCE AUX 
PRUEVUENT PRELEVEENT RHOOOCOCWSEQUl MCTERlEShY'I VlRULENCE AhllBiorlWESm 

Ewries pussieres, crottin POSITIVE 100-500 Abswit SensiMe 

Paddock 1 sol POSITIVE 2.18 P&nt Sensible 

Paddock 2 sol POSITIVE 100-500 P r b n t  Sensible 

Paddock 3 sol, crottin fumier POSITIVE 2.104 P r h n t  Sensjble 

p] seuil de contminaüonArisque: > 1W bacl6riesig 
[2] : EryVimmycine et Rifampicine 

Les profils piasmidiques quant eux, ont pu donner des En effet, bois des quaire plasmides identiliés i parür de nos 
enseignements intéressants sur I'épidémidogie < régionale r isolats de terrain sont wnfonnes aux types pWernrnent 
de la maladie et sur le potentiel d'évolution de cette bactérie. décntç. Par conk le t y p  85F, identifié par S. Takai, est 

unique et n'avaitjamais été car&ris6 auparavant (figure 6). 



Antibiorésistance des souches i s o l h  en Normandie B partir du sol 
ou de cas clinique (70 souches) 

ANTIB~QUES S E N S I B I ~  (%) 

Gentamicine 1 O0 

Tétracycline 1 O0 

Rifarnpicine 98 

Erythromycine 88 

Penicilline 4 

hoficiIline 92 

Kanamycine 8 

FIûURE 6 

Profils plasmidiques en Basse-Normandie 

DIFFERENTS TYPES DE PLASMiDES 
ISOLES DANS LA REGiON 

BASNORMANDE 

4 types de plasmides sont actuellement isolés : 

V - DISCUSSION 

Le rBle de I'environnement direct du poulain dans le risque 
de rtiodocomse a depuis longtemps été démontré par 
divers travaux 111, 13 et le bilan de nos bois a n n h  
d'enquête en Base-Nomandie est conforme il ces demierç. 

La rhodococcoûe du poulain peut être considérée comme 
une maladie anazooüque favorisée par 
I'irnmunodéficience physiologique de I'animal [3, 131 lors 
de la disparibn des anücorpç colostraux et avant 
I'élaborabn de son immunité acüve. 

Sur le plan purement zootechnique, la poussiére soulevée 
par les juments suitées lorsque la saison s'y prête eçt un des 
facteurs de risque prépondérant.( figures 7 et 8) 

Plus récemment, la notion de vi~lence des souches 
telluriques a pu confirmer le rôie chamiére tenu par le sol, 
d'autant plus que dans certaines conditions favorables, 
Rhwbcoccus equi s'y mufüpiii, aggravant encore te risque 
de maladie [q. L'aspect enzwoque de la maladie, tel que 
nous avons pu le constater, vient bien valider cette thése. On 
parle souvent de aharas A hodoaxxx>se r. 

L'ernergence de souches du sol résisiant à 
l'brythromycine [tableau IV] nous a beaucoup plus étonné, 
et peut probablement mnbibuer à œ que les r n v e m e n k  
au sein des haras soient poursuivis pendant plusieurs 
années. 

La ccharge > des p a d d d s  en bactéries par gramme de sol 
est, elle aussi, déterminante [6]. 



FIGURE 7 

Identification des facteurs de risque et des outils anaiytiques à employer 

FACTEURS DE RISQUE 

Enquêtes Biologie 1g.G totales 
de Haras moléculaire Prise colostrale 

FIGURE 8 

Conditions principales de déclenchement de la maladie au sein d'un haras 

EVALUATION DES CRITERES DE RISQUE 

Quantité de bactéries 

r W 
Plesence du plasmide de 

vinilence I 
s, 

Rkistance aux antibiotiques 



De dus, l'isolement et la caractéris&on plasmidique de ces contamination des paddocks [arrosage, aspersion 
souches pourra conbibuer h  eux cornprendre d'antiseptiques, hersage:..]. Les &ul& de-& mesures ne 
Sépidémiologie et Sévolution de la maladie au sein d'un seront connus que lors des prochaines saisons de poulinage. 
même élevage, tout en fournissant un ouül prbdeux aiin 
d'élaborer par exemple un autovaccin avec la souche isolée. Les outils moléwlaires utilisés se sont avér& N s  utiles 

(figure 9). Ils seront t& probablement employés pour mieux 
L'évaluation du risque de rhodococmse poun'a devenir une explorer les facteurs de vinilence de cene badérie et ses 
aide la décision d'engager une prophylaxie. Si I'efFcacité capacités à acquérir des caractères phènotypques 
de cette derniére n'est pas totalement élucidée, son d'antibiorésistance, qui pourraient dans un fuhire prodie, 
inàdence sur les cas de mortalité demeure kès probable. poser de graves problèmes ihérapeutiques aux praticiens 

équins. 
Dans certains cas, nos enquêtes ont débouché sur la prise 
de mesures de prophyiaxie simple, visant diminuer la 

FffiURE 9 

Les diffbrences ouüls disponibles au sein d'un laboratoire 

Prélèvements 

crottin 

Culture Bactérienne 

Biologie moléculaire 
Rhodoeoeeu~ q u i  

p d i r m s  de 1. 
p m P i r  VAP A 

p d u m e  dm phmide de v i d e m e  pliimldr de v i d i ç e  
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