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Resume ; Une élude de trois années en Normandie nous a conduit vers divers moyens d'approche de la rhodococcose équine.

Aprés avoir développé une méthode ELISA pour le diagnostic individuel chez le foal et 'élude de la prévalence globale au sein d'un
haras, il sembiait intéressant d'aller recueillir des informations sur les sols de haras normands dans la mesure ou cefte bactérie
opporfuniste est essenfiellement feflurique. Nos observations ont pu confimer des éfudes précédentes [1,6], nous permettant
d'évaluer le risque «rhodococcus » de 1 & 5 el de montrer 'froite cormélation existant entre fa contamination du sol, fe surpéturage
et le isque de rhodococcose. L'émergence de souches résistantes a l'érythromycine (10%) et de plasmides de virulence différents
de ceux décrits antérieurement doit incifer & renforcer les mesures de prophylaxie médicales ef zootechniques adapiées.

SuMMARY : A three-years approach of equine rhodococcosis in Normandy brought us fo use different methods of diagnosis and
prevention of this severe pathology.

Our first work was to use a fotal antibody’s ELISA as a screening method in stud-farms or individual too! for confirmation diagnosis,
specially for foals.

Using a selective culfure medium fo isolate the bacfena on biological samples such as, dungs, sofl or respirafory washes, we had the

opportunity to survey the antibiosensibilify of bacterial strains in Normandy. Emergence of erythromycin resistant strains (10%) and
of a new fype of virulence plasmid could be a future care for prevention and treatment.

The numerous analysis we made in studs with or without cases of rhodococcosis brought us fo the same conclusions as describe
previously [1,6]. We have evaluafed this risk from 1to § and cleanly saw that it was linearly comelated with the number of virulent

strains of Rhodococcus equi on soil.

| - INTRODUCTION

Rhodococcus equi est un germe pathogéne majewr du d'immunodsficience physiologique du poulain lors de la chute

parenchyme puimonaire du poulain de 1 & 6 mois {figure 1). de sa protection colostrale (3, 12].

Pourtant, cette bactérie tellurique est largement dispersée Des données plus récentes sur les facteurs de virulence

dans la nature et au sein de diverses espéces animales [1]. - . . . )

Efle se trouve présente dans l'environnement normal du (plasmide et protéine associée), ont permis de mieux
. P ; " caractériser les souches et d'obtenir de véritables margueurs

poulain et pourra, dans certaines conditions, provoquer des moléculaires 5, 7, S|

maladies graves et parfois mortelles [2]. _
Dans le risque de rhodococcose pulmonaire, les facteurs %gHsg;h;p;g‘?(;‘;nﬁﬁ:‘: dtgﬂ::fegu%ﬁrgﬁm:g;eﬁg
déterminants sont tout d'abord {inhalation ou ['ngestion le poutain a aussi &t avancée [5]
accidentelle de la bactérie, conjuguée a un stade ‘

t  Laboratoire Départemental Frank Duncombe, 14053 Caen cedex, France
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Incidences de la thodococcose équine

IMPORTANCE DE LA MALADIE

s 60 % des causes
de pneumonie
chez fe poulain

s 15% des causes
de mortzlité

Pertes économiques
Pefformance sportive

Etat enzootique dans
les haras fouchés

Plusieurs éléments épidémiologiqgues comme ['aspect
enzoofique au sein des élevages ou encore Fimportance du
nombre de bactéries dans le sol, bien décrits 4 'extérieur du
temitoire frangais {6, 7, 11], nous ont incité & étudier la
présence de cefte bactérie dans le sol de haras en Basse
Normandie dans lesquels des cas cliniques de rhodococcose
aveient été mis en évidence,

Au cours de ces travaux, it nous importait de pouvoir
déterminer ke taux de contamination des haras etudiés, de
caractériser la virulence des souches isolées du sol, et de
veérifier a sensibilité de ces souches a I'érythromycine et a la
rifampicine [2, 8, 9).

Nous présentons icl, aprés avoir brievement décrit notre
protocole de travail, les premiers résultats de 3 anndes
d'étude en Basse-Normandie.

I - MATERIELS ET METHODES

Les prélévements sont réalisés par le laboratoire en
diffiérents points du haras définis en fenant compte du mode
d'élevage (figure 2); Mangeoire sélective, paddock d'attente
avant insémination, paddock des juments suitées.. Les
préfévements sont effeclués en 3 points par zone ef
ensemencss ls jour méme au laboratoire.

1 gramme de prélévement [sol, crottin] est dilué dans un 1 ml
de milieu salin, ensemencé sur un milieu enrichi sélectif
(cycloheximide, acide nalidixdque, novobiocine) et incubé a
37°C pendant 2 & 3 jours. Aprés comptage des colonies
suspectes, identification par une coloration de Gram et
réalisation des tests sur galeries API-coryne (Biomérieux), un
antibiogramme est réalisé de fagon systématique sur chaque
souche de Rhodococcus equi ainsi isolée, grice a la
méthode semi-liquide (ATB-Vet / bioMérieux).

La souche isolée est conservée en souchothéque & - 75°C
sur Cryobille (laboratoire AES) et permetira ultérieurement
['élaboration d'autovaccins.
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Chaque souche est également caractérisée par la recherche
des facteurs de virulence [plasmide et protéine] par les
techniques de bioclogie moléculaire. La recherche du
plasmide de virulence est réalisée par amplification du
géne vap (virulence associated protein) codant pour
la protéine de virulence. Brigvement, aprés extraction
des acides nucléigues, amplification 4 [l'aide d'amorces
spécifiques  (5-GACTCTTCACAAGACGGT-3' et 5-
TAGGCGTTGTGCCAGCTA-3) et  séparaion  par
électrophorése des produits amplifiés, le fragment d'ADN de
564 pb (paires de base) caractéristique est visualisé par
coloration au bromure d'éthidium (figure 3).

L'extraction plasmidique permettant de déterminer le poids

moléculaire du plasmide et les expériences d'immuno-affinité
4 l'aide de {anficorps monoclonal 10G5 permetant (a

. détection de la protéine de vinllence sont réalisées selon la
" technique décrite par Takai [9].



FIGURE 2
Principe d'étude des parcelles
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ISOLEMENT DES SOUCHES AU SEIN DES HARAS

Tenir compte du mode
d'élevage : mangeaire
sélective (1), paddock
d'attente avant insémination
{2), paddock des juments
suftées (3)...

Prélever en trois points par
zone : terre, poussiére, crottin.

Matériel simple
Milisux sélectifs

FIGURE 3

Application de Pamplification génique (P.C.R.} 2 Rhodococcus equii

Figure 3: Détection du plasmide de virulence
par PCR. L’ADN des colonles de
Rhodococcus equi est extrait, amplifié par
PCR & I’zide d’amorces spécifiques et
visualisé, apris séparation par
electrophorése, par coloration au bromure
d *éthidium. La fléche indique la bande de
564 paires de base spécifiqgue du géne vap.
PM: référence de poids moléculaire, ¢ 174
digéré par HindIII . 1 & 5: échantillons
analysés. 6: contrfle + de PCR. 7: coptrGle
d ’extraction, 8: contrile - de PCR.

<— 564pb
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it - RESULTATS DES ENQUETES DE HARAS

Le tableau I reprend 7 cas distincts parmi les 12 études failes
sur cette durée et menées 3 leur terme dans des conditions
idoines.

Le haras n°1 (figure 4, tableau !} a connu de nombreux cas
cliniques de rhodococcose par le passé. L'enquéte révéle un
risque élevé di & une concentration importante en bactéries
dans certaines zones sensibles de 'elevage, en particulier la
mangeoire séleclive des jeunes poulains. La zone 1,
passage obligatoire dans lequel sont effectués les soins,
constitue également une zone a risque malgré une
concenfration moins importante en bactéries. Néanmoins,
depuis quelques années, cet élevage ne connait plus de cas
grave de rhodococcose. Le traitement des zones de faible
surface {zones 1 et 2) par des produits bactéricides et un
protocole de vaccination effectué a partir d'autovaccins
élaborés avec les souches du sol de [I'exploitation ont
entrainé une diminution du nombre de cas au sein du haras,
De tels résultats ont eté décrits dans d'autres pays et sont
admis par la communauté scientifique bien que le mode
d'action et lefficaciié réelle des différents protocoles de
vaccination restent 2 démontrer [10]. Toutes les souches
isolées sont sensibles aux deux antibiotiques classiqguement
utilisés, érythromicine et rifampicine.

Le haras n°2 (figure 5, tableau lll) a connu des cas cliniques
de rhodococcose dont certains ont entrainé Ja mort de jeunes
poulains. Les prélévements ont été réalisés en tenant
compte du mode d'élevage. Les résultats présentés montrent
que l'on retrouve la bactérie en quantité plus ou moins
importante en fonction des sites de prélévement. 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 monlré que toutes les souches isolées
étaient sensibles & [I'‘érythromicine et la rifampicine, lg
praticien pourra engager, s'il le souhaite, ce type de
traitement dés I'apparition des signes cliniques.

D'une maniére générale, le risque évalué aprés I'étude est
en rapport avec «['historique rhodococcose du haras ». Ceux
ayant connu peu ou pas de cas cliniques de rhodococcose
(haras 4, 6 et 7) présentent un risque faible. A l'inverse, les
haras qui ont renconfré des problémes de rhodococcose
avec parfois une mortalité importante présentent un risque
élevé (1, 3t 5).

il y a plusieurs hypothése possibles pour expliguer cette
observation.

En effet, le sol st un lieu trés propice a la conservation de |a
bactérie, mais aussi & sa multiplication dans ceraines
conditions climatiques [13, 4]. D'autre part, les croftins qui
sont une des sources majeures de bactéries, favorisent sa
multipfication dans le sol. Il ¥ a donc au sein d'une
exploitation un véritable effet conjugué qui aboutit parfois &
de véritables « contaminations » de paddock. Un autre
facteur encore assez peu étudié, réside dans la nature
chimique du terrain. Les condifions de pH et de teneur en
certaing minéraux ou métaux sont peut-élre & l'origine du
maintien et de la multiptication anormale de ce germe sur le
sol, expliquant ainsi I'existence de « haras a rhodococcase ».

La bactérie est parfois présente a3 de trés fortes
concentrations (108 bacteéries/y) dans les féces des poulains
infectes [6]. Les premiers résultats montrent également que
le plasmide de virulence est présent dans de nombreuses
souches isolées. Il parait donc important de prendre des
mesures, comme le ramassage des crofting, lorsque cela est
possible, afin d'éviter une contamination accrue des sols
dans les élevages ol fa maladie revient épisodiquement.

[V - VARIABILITE DES SOUCHES BACTERIENNES

Avec les données de biologie moléculaire dont nous
disposions dés le début de cette étude [7, 9] et les
observations de diverses équipes sur I'antibiorésistance [11],
nous avions le souhalt de travailer sur chaque haras en
caractérisant les souches de rhodoccoque isolées selon
deux critéres majeures : leurs antibiovars et leurs profils

plasmidiques.

Des souches résistant a I'érythromicine et la rifampicine ont
été isolées en France [8] et & [I'éfranger [8] & partir
d'isolements cliniques. Les résultats présentés ci-dessus
montrent que de mars 1995 a awil 1998 des souches
résistantes sont également présentes dans le sol (tableau

V).
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Cependant, & ce jour, aucune souche résistant 3 la
rifampicine n'a pu étre isolée du sol,

Ce constat est important car il pemmet de comprendre
comment linfection des patures par la terre peut jouer un
rdle dans I'aspect enzoofique de cette maladie, mais aussi
comment peut s'installer au sein d'une exploitation une
population de scuches résistant aux thérapeutiques usuelles.
Ceci nous permet de renforcer lattitude qui tendait 2
systématiquement effectuer un antibiogramme sur les
souches isolées.



Epidémiol. et santé anim., 1998, 34, 101-114
suine : A he épidémiokogique,
Bilan de trois anndes d'enquétes on Normandie

TABLEAU |
Présentation de plusieurs résultats d'enquétes

CAS

RESULTAT DES TESTS DE CONTAMINATION RISQUE EVALUE

HARAS CLINIQUES MORTALITE PROPHYLAXIE DE PADDOCK APRES L'ENQUETE
, DE HARAS[1 A 5]
N*1 ++4 + autovaccination *nombreuses parcelles avec > de 10.000 5
avec des souches bact./g de sol
Isolées au haras *quelques paddocks réservés aux poulains
' étant trés contaminés
N°2 ++ ++ absence *quelques parcelles frés contaminées 3
N°3 +++ 4t absence *plusieurs paddocks réservés aux poulains 4
[mangeoires sélectives...] fortement
contaminés
N°4 0 0 absence *plusieurs paddocks assez contamings 1
[10G0 a 10000 bact /g de sol] mais
uniqguement sur des paddocks de passage
[luments suitées avant saillie...)

N°5 ++ ++ absence * de nombreuses parcelles trés confaminées 4

*beaucoup de sources de contamination sur

des passages obligatoires pour les poulains
N°B + + absence *absence de paddocks trés contaminés {- de 1

1000 bact./g de sol]

*faible contamination des zones de passage

N°7 + 0 absence *rares zones faiblement contaminées 1
pas de risque de surpaturage
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FiIGURE 4
Etude défaillée du Haras n° 1

LEGENDE

B8 <103 bactéries/gramme

«+ : sonche possédant le plasmide de virulence
/\: terre en surface %€ : terre en profondeur O :crottin

zone 1: passage soins adultes et poulains
zone 2: mangeoire sélective des poulains

zone 3; paddock aduites et poulains
zone 4: paddock adultes et poulains

zone 5: paddock adultes

== : barriére

TABLEAU [}

> 104 bactéries / gramme

Résuitats des contaminations de paddock du Haras n®1

SITES DE NATURE DU RECHERCHE DE NOMERE PLASMIDEDE  RESISTANCE AUX
PRELEVEMENT PRELEVEMENT RHODOCOCCUS EQUI  BACTERIES/GLY) VIRULENCE ANTIBIOTIQUESH
zone 1 sol POSITIVE 500-1000 Présent Sensible
zone 2 sol, crottin POSITIVE 2.1 Présent Sensible
zone 3 sol, crottin POSITIVE 2. 104 Présent Sensible
zone 4 sol, crottin POSITIVE 10 Présent Sensible
zone 4 sol, croftin POSITIVE 500-1000 Présent Sensible

[1] : Seuil de contamination & risque : > 104 bactéries/g
2] :Erythromycine et Rifampicing
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FIGURE §
Etude détailiée du Haras n° 2

HARAS 2

Epidémiol, et santé anim., 1988, 34, 101-111

Rhodococcose équine
Biian de frois années

Approche épidémivlogique,
d'enquétes en Nomandie

IHENE: *
=== : bamicre : MENgPEQIrE ‘ paddock 1
w3 || A omomartee (ifiria Ocatin || W
o
Yt tere enproérder [ fimierpallepaussiere &
© : dhsence de Rhodooocus eqed ! 24 ! sdective
N <10 bactéries/ ganmee b
¥ : 10 a10Pbactéries/ granmre :__________.} -
& >10F bactéries/ granmme
*. soude possicint le plasrride e vindence
TABLEAU il
Résultats de contamination des paddocks du Haras n° 2
SITES DE NATUREDU RECHERCHE DE NOMBRE PLASMIDE DE RESISTANCE AUX
PRELEVEMENT PRELEVEMENT RHODOCOCCUS EQUI  BACTERIES/GI VIRULENCE ANTIBIOTIQUESI?
Ectiries poussiéres, crottin POSITIVE 100-500 Absent Sensible
Paddock 1 sol POSITIVE 2108 Présent Sensible
Paddock 2 sol POSITIVE 100-500 Présent Sensible
Paddock 3 sol, crottin fumier POSITIVE 2.1 Présent Sensible

f1] seull de contamination A risque: > 104 bacléries/y

(2] : Erythromycing et Rifampicine

Les profils plasmidiques quant & eux, ont pu donner des
enseignements intéressants sur 'épidémiologie « régionale »
de la maladie et sur le potentiel d'évolution de cette bactérie.

En effet, trois des quatre piasmides identifiés & partir de nos
isofats de terrain sont conformes aux types précédemment
décrits. Par confre le type B5F, identifié par S. Takai, est

unique et n'avait jamais && caractérisé auparavant (figure 6).
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TABLEAY IV

Antibiorésistance des souches isolées en Normandie & partir du sol
ou de cas clinique (70 souches)

ANTIBIOTIQUES

SENSIBILITE (%)

Gentamicine

100

Chigramphénicol

88

Téfracycling

100

Rifampicine

98

Erythromycine

88

Pénicilline

4

Amoxicilline

82

Kanamycine

8

FIGURE &
Profils plasmidiques en Basse-Normandie

DIFFERENTS TYPES DE PLASMIDES
[SOLES DANS LA REGION
BAS-NORMANDE

4 types de plasmides sont actuellement isoles :
-85
-85F
-87C
-L

V- DISCUSSION

Le r8le de I'environnement direct du poulain dans le risque
de rhodococcose a depuis longtemps 6té démontré par
divers travaux [11, 12] et le bilan de nos frois années
d'enquéte en Basse-Nommandie est conforme A ces demiers.

La rhodococcose du poulain peut étre considérée comme
une maladie anazootique favorisée par
'immunodéficience physiologique de I'animal [3, 13] lors
de la dispariion des anticorps colostraux et avant
Y'élaboration de sen immunité active.

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

La «charge » des paddocks en bactéries par gramme de sol
est, elle aussi, déterminante [6).
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Plus récemment, |2 nofion de virulence des souches
telluriques a pu confirmer le rofe chamiére fenu par le sol,
d'autant plus que dans certaines conditions favorables,
Rfodocaceus equi 8'y muitiplie, aggravant encore le risque
de maladie [6]. L'aspect enzootique de la maladie, tel que
nous avans pu le constater, vient bien valider cette thése. On
parle souvent de eharas & rhodococcose ».

L'emergence de souches du sol résistant a
i"érythromycine ftableau [V] nous a beaucoup plus étonné,
et peut probablement contribuer & ce que les prélévements
au sein des haras soient poursuivis pendant piusieurs
années.
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ldentification des facteurs de risque et des outils analytiques a employer

FACTEURS DE RISQUE
Enquétes Biologie I9.G totales
de Haras moléculaire Prise colostrale
£ Virdlence : Immunité
' Pression = des individuelle
pathogéne cellulaire et
souches humorale

FIGURE 8
Conditions principales de déclenchement de la maladie au sein d’un haras

EVALUATION DES CRITERES DE RISQUE

Quantité de bactéries

v

Présence du plasmide de
virulence

v

Résistance aux antiblotiques
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De pius, Fisolement et la caractérisation plasmidique de ces
souches pourra confribuer A& mieux comprendre
P'épidémiclogie et l'dvolution de la maladie au sein dun
méme élevage, tout en fournissant un outil précieux afin
d'élaborer par exemple un autovaccin avec la souche isolée.

L’é&valuation du risque de rhodococcose pounra devenir une
aide & la décision d'engager une prophylaxie. Si lefficacité
de cette demiére n'est pas totalement élucidée, son
incidence sur les ¢as de mortalité demeure trés probable.

Dans certains cas, nos enguétes ont débouché sur la prise
de mesures de prophylaxie simple, visant & diminuer la

contamination des paddocks [arosage, aspersion
d'antiseptiques, hersage...]. Les résultats de ces mesures ne
seront connus que lors des prochaines saisons de poulinage.

Les oufils moléculaires utilisés se sont avérés trés utiles
{figure 8). lis seront {rés probablement employés pour mieux
explorer les facteurs de virulence de cette bactérie ef ses
capacits & acquérr des caractéres phénclypiques
d'antibiorésistance, qui pourraient dans un fuiure proche,
poser de graves problémes thérapeutiques aux praticiens
équins.

FIGURE 9

Les différences outils disponibles au sein d’un laboratoire

Prélévements

Culture Bactérienne

isolement-dénombrement

Biologie moléculaire

N bnrwerivs

PCR

présence du plasmide de virulence

10

Rhadococcus equi

crottin
__—» antibiogramme

préparation d'autovaccin

phusesisic

immuno-blot

I} idi '
plasnuicique présencede la
protéine VAP A
caraciérisation du

plasmide de virnlence
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