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INTRODUCTION

Rhodococcus equiest un coccobacille Gram positif présent dans I’environnement et le tube
digestif des herbivores qui est réputé comme I’une des causes principales de pneumonies chez les
poulains a I’échelle mondiale. La forme pulmonaire de la rhodococcose, la plus répandue, se
manifeste parune pneumonie pyo-granulomateuse, pouvant entrainer la mort des poulains atteints
et peut-étre causerdes baisses de performances al’age adulte chezles animauxguéris. Le traitement
de la rhodococcose pulmonaire des poulains nécessite une antibiothérapie agressive, de longue
durée et colteuse.

Rhodococcus equiest un germe commensal de I’environnement des herbivores, mais certains
élevages présentent chaque année plusieurs cas de pneumonie, alors que d’autres restentindemnes.
De nombreuses études ont été et sont menées afin de mieux comprendre le mode d’infection de
Rhodococcus equietla réponse immunitaire des poulains confrontés alabactérie. Il est actuellement
admis que I’infection des poulains se fait parl’inhalation de souches virulentes de Rhodococcus equi
des les premieres heures de vie, sans avoir encore déterminé la dose nécessaire a I'infection d’un
animal. Les poulains déclarent les signes cliniques de la maladie a I’age de 1 a 6 mois quand
I"'immunitétransmise parle colostrum de lamére diminue et que I'immunité propre du poulain n’est
pas encore mature. Cependant , de récentes études de dépistage par échographie ont montré que
des poulains peuvent présenter des lésions pulmonaires de rhodococcose qui régressent sans
nécessité de traitement et sans jamais présenter de signes cliniques.

En parallele, de nombreuses études épidémiologiques sont réalisées dans des haras atteints
et des haras indemnes de pneumonies a Rhodococcus equiafin d’identifier les facteurs de risque de
Iinfection a I’échelle des élevages et permettre la mise en place de mesures zootechniques de
prophylaxie.

Notre objectif est de réaliser une étude comparative entre des haras atteints et des haras
témoins dans une région d’élevage (Basse-Normandie) afin d’identifier les différences quant ala
présence de Rhodococcus equidans I’environnement des poulains dans ces deux types de haras. Les
préléevements d’air (supposé étre le moyen d’infection) et de sol (supposé étre un réservoir) ont été
analysés en bactériologie et complétés parune enquéte épidémiologique dans les élevages étudiés
reprenant lesfacteurs de risque précédemment décrits comme favorisantla présence de cas dansles
haras (nombre d’animaux, densité des animaux, mesures de lutte mises en place...).

Pour cela, nous avons utilisé un protocole innovant de prélévement d’air développé au
laboratoire de I’ANSES-Dozuléen 2011 (PHILIPOT, 2012) permettant un échantillonnage pendant une
longue durée avec un appareil embarqué sur le licol de la jument pouliniére.

Aprés une étude bibliographique sur Rhodococcus equi, les facteurs de risque de la
rhodococcose pulmonaire et les précédentes mesures de la présence de la bactérie dans
I’environnement des poulains, nous présenterons la mise en place de I’enquéte réalisée en 2012 et
les résultats obtenus.
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1. Présentation de Rhodococcus equi et des différentes formes de
Rhodococcose

1.1. Caracteres généraux de Rhodococcus equi

Rhodococcus equi est un coccobacille Gram positif, isolé pour la premiére fois en 1923 par
Magnusson, chez un poulain atteint présentant une bronchopneumonie purulente. La bactérie était
initialement appelée Corynebacterium equi ou Mycobacterium equi, la nomenclature officielle
autorise toujours ladénomination de Corynebacteriumequi, cependant ce nom n’est plus beaucoup
utilisé.

Les genres Rhodococcus et Nocardia sont regroupés dans la classe des Actinobacteria, sous-
classe des Actinobacteridae, ordre des Actinomycetales, sous-ordre des Corynebacterineae, famille
des Nocardiaceae.

Rhodococcus equi est une bactérie :

- Gram positif,

- Immobile, non flagellée,

- Non sporulée,

- Capsulée,

- Aérobie facultative,

- Catalase positive,

- Pléomorphe, pouvant varier d’une forme coccobacillaire a bacillaire : des formes
coccobacillaires donnent naissance a de courts bacilles, puis a des filaments plus ou moins
ramifiés qui par fragmentation redonnent des coccobacilles ou de petits bacilles,

- Partiellement acido-résistante.

1.2. Culture et reconnaissance de Rhodococcus equi

La température optimale de croissance est de 37°C. Aprées 24 heures de culture en aérobiose
sur milieux ordinaires ou sur gélose au sang de mouton, les colonies sont rondes, muqueuses,

filantes, non hé molytiques. Les colonies se pigmentent en rose saumon en 48 a 72 heures (EUZEBY,
2002).

En bouillon, la croissance se traduit par un trouble homogeéne sans dépot.

En coloration de Gram, observée au microscope électronique, la bactérie a un aspect
reconnaissable.
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Photographie 1 : Colonies de Rhodococcus equi en culture sur une boite Columbia a I’Acide Nalidixique et a la Colimycine
(ANC)(Courtoisie de Corinne Sévin)

1.3. Habitat et pouvoir pathogeéne

1.3.1.Présence de Rhodococcus equi dans I'’environnement

Rhodococcus equi est un germe ubiquiste retrouvé sur les surfaces ou paturent des
herbivores ; mais aussi dans le tube digestif et les féces de nombreux animaux.

L'habitatet!’écologie de labactérie dans les élevages de chevaux ont longtemps été étudiés
afin de comprendre quels en sont ses réservoirs. Dans un élevage de la préfecture d’Aomori au
Japon, Rhodococcus equi a été isolé dans les crottins frais de poulinieres et de leurs poulains, ainsi
gue dans le sol jusqu’a 20 cm de profondeur (TAKAI et al., 1986b).

La concentration de Rhodococcus equi dans la terre varie au cours de I’année, elle augmente
entre les mois de mars etjuilletjusqu’a 10* UFC/g de terre (COHEN et al., 2008), c’est-a-dire pendant
la période ou les poulains agés de 1 a 6 mois sont présents sur les patures.

TAKAl et al. (TAKAIl etal., 1986b) ont montré que le sol est un milieu favorable a la croissance
de Rhodococcus equi, et que la bactérie se multiplie pratiquement aussi rapidement a 20°C qu’a
37°C, son optimum de croissance. Rhodococcus equi possede I’équipement métabolique spécialisé
dans I'utilisation des nutriments contenus dans les féces et les patures des herbivores (dégradation
des acides gras volatiles); en revanche la bactérie a perdu de nombreuses compétences
métaboliques usuellement retrouvées chez les bactéries de I’environnement (dégradation des
sucres) (LETEK et al., 2010).

L'analyse dugénome de la bactérie montre qu’elle posséde de nombreux génes permettant sa
résistance a la dessiccation et au stress oxydatif qui I’'accompagne (LETEK et al., 2010).

14



La croissance de Rhodococcus equiestfavorisée dansles solsapH neutre alégerementalcalin,
enrichis en acides gras présents dans les crottins des chevaux. La croissance de Rhodococcus equi
n’est inhibée dans le sol qu’a des pH extrémes (pH<5 ou pH>9) ; Rhodococcus equi est sensible aux
températures supérieures a 45°C.

Il'y a doncun cycle de Rhodococcus equientre les chevaux et leurenvironnement : les animaux
contaminent les patures par leurs féeces, puis ingerent les bactéries en broutant le sol. Celui-ci
joueraitdoncunrole de réservoiralimenté parles crottins des animaux qui paturent mais serait aussi
un lieu de multiplication de la bactérie.

1.3.2.Portage intestinal de Rhodococcus equi

Lors d’une étude comparative dans deux élevages Japonais (un sain et un présentant chaque
année des cas de rhodococcose), Takai et al. ont montré que Rhodococcus equi est présent dans les
féces extraits du rectum deés la premiére semaine de vie, chez des poulains qui développeront la
maladie comme chez des poulains qui ne présenteront aucun signe clinique de rhodococcose.
Rhodococcus equi est isolé dans les feces des poulains dées deux semaines d’age dans I’élevage
n‘ayant pas d’historique de cas de rhodococcose et dés 3 jours dans I’élevage présentant
régulierement des cas. Dans les deux élevages, la concentration en Rhodococcus equi dans les féces
des poulains augmente de la méme maniére jusqu’a la 5°™ semaine de vie (4x10* germes par
gramme de feces) puis se maintient pendant 3 semaines pour ensuite diminuer. 100 % des poulains
testésontmontré laprésence de Rhodococcus equiau moins une fois dans leurs féces. Ladiminution
dela concentration en Rhodococcus equicoincide avecle début de I'ingestion d’aliments solides en
remplacement du lait de la mére, qui s’"accompagne d’une prolifération des germes anaérobies
(TAKAI et al., 1986a).

Dans cette méme étude (TAKAI et al., 1986a), les auteurs ont montré que Rhodococcus equi
estprésentdansle tube digestif des animauxadultes dans des concentrations similaires quel que soit
le statut de I’élevage.

Lors d’une étude dans un haras contaminé au Kentucky (GRIMM et al., 2007), en 2004 et 2005,
les auteurs ont recherché la présence de Rhodococcus equi dans les féces des poulinieres ayant eu
des poulains ces années-la. En paralléle, un suivi clinique et des échographies pulmonaires des
poulains permettaient de déterminer ceux atteints de pneumonies a Rhodococcus equi. Le diagnostic
était confirmé par culture bactériologiquesurle liquide récupéré par aspiration trans-trachéale. Les
deuxannées, lesauteurs ontretrouvé la bactérie danslesféces de chacune des poulinieres au moins
unefois, il n’y avait pas de différencedanslafréquence d’isolement de Rhodococcus equini dans sa
concentration dans les féces entre les poulinieres dont le poulain avait eu une rhodococcose
pulmonaire et celles dont le poulain était resté sain. Le suivi dans I’élevage sur ces deux années a
montré que le fait qu’une pouliniére ait eut un poulain atteint la premiére année ne permettait pas
de prédire que le poulain de I'année suivante serait lui aussi atteint.

Rhodococcus equipeut utiliserles lipides et assimiler de I’azote inorganique, ce qui lui permet
de survivre etse multiplierdans I’intestin et les féces des herbivores riches en acides gras volatiles
(LETEK et al., 2010). Il semblerait que Rhodococcus equipuisse étre considéré comme un hote normal

15



du tube digestif des chevaux. La présence de |la bactérie dans les féeces ne semble pas jouer un réle
déterminantdans|’infection des poulains, mais pourrait contribueral’acquisition de I'immunité des
jeunes animaux contre le germe.

Les essais d’infection chez les souris et les poulains ont montré que toutes les souches de
Rhodococcus equi ne sont pas pathogénes, nous allons donc étudier les facteurs de virulence de
Rhodococcus equi.

1.3.3.Facteurs de virulence

1.3.3.1. Pathogénicité de Rhodococcus equi

Rhodococcus equi est un germe intracellulaire facultatif qui infecte les phagocytes
mononucléaires. Dans le tissu pulmonaire, ce sont les macrophages alvéolaires qui sont infectés.
Apres phagocytose, les phagosomes contenant les bactéries commencent leur maturation
normalement, jusqu’au stade d’endosome précoce. Les souchesvirulentes de Rhodococcus equi ont
la capacité de bloquer le processus de maturation empéchant I’acidification de I’endosome et la
fusion avecdeslysosomes (FERNANDEZ-MORA et al., 2005). Rhodococcus equi virulent continue ainsi
de se multiplier dans les macrophages infectés causant leur mort par nécrose ; ceci entraine une
réaction inflammatoire pyogranulomateuse conduisant a la formation d’abcés et des lésions des
tissus avoisinants.

Afinde survivre dansles macrophages alvéolaires, la bactérie a dii s’adapter au milieu de vie
intracellulaire auquel s’ajoutent de nombreux mécanismes antibactériens. Larésistance a une baisse
de pH ou a un stress in vitro avec de I'H,0, ne semble pas différente entre les souches non
pathogenes et les souches possédant le plasmide de virulence. En revanche, en présence d’'H,0,,
certainsgénesdu plasmide de virulence sont surexprimés (vapA en particulier) (BENOIT et al., 2002).

L'équipement cellulaire de Rhodococcus equilui permet de se développer dans les vacuoles
des macrophages pauvres en acides aminés (capacité a assimiler |’azote inorganique) et riches en
lipides issus de la dégradation des membranes (LETEK et al., 2010). Par ailleurs, son métabolisme
anaérobie facultatif lui permet de se développer dans un tissu nécrotique.

Plusieurs constituants de Rhodococcus equi ont été testés afin de découvrir lesquels sont
responsables de sa pathogénicité.

1.3.3.2. Role de la paroi cellulaire dans la virulence de
Rhodococcus equi.

La paroi de Rhodococcus equi est constituée de polyméres de mannose, glucose,
rhamnose et d’acide glucuronique. 27 sérotypes de capsules sont connus pour Rhodococcus equi. Les
sérotypes let 2 sontle plus souventretrouvéssur les souches isolées a partir de poulains malades,
mais il n’y a pas de corrélation entre le sérotype et la virulence de la souche (PRESCOTT, 1981).

La perte de lastructure de lacapsule ne supprime pas la phagocytose des bactéries et préserve
le pouvoir pathogéne de la bactérie pour les souris (SYDOR et al., 2008). Cependant a la suite d’'une
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mutation des genes codant les enzymes permettant I’édification des polyméres constitutifs de la
capsule (glycosyltransférase et polysaccharide polymérase), une modification de I’aspect de la paroi
sur les colonies en culture et une diminution de la survie dans les macrophages sont observés. La
paroi permettrait donc d’améliorer la résistance de Rhodococcus equi dans les vacuoles de
phagocytose (MACARTHUR et al., 2012).

Les antigénes capsulaires seraientunindicateur de I'origine géographique de la souche, mais
ne sont pas responsables de la pathogénicité de Rhodococcus equi pour les poulains.

1.3.3.3. Role de I'equi factor dans la virulence de Rhodococcus equi

L'equi factor regroupe deux enzymes sécrétées par la bactérie, la phospholipase C et la
cholestérol oxydase.

La cholestérol oxydase pourrait contribuer a la dégénérescence des membranes des
macrophages, fournissantalors des acides gras disponibles pour la croissance de Rhodococcus equi.
Cependant, les bactéries mutantes ne possédant pas cette enzyme sont toujours capables de se
multiplier dans les macrophages et sont autant pathogénes que les souches sauvages pour les
poulains et les souris (PEl et al., 2006).

1.3.3.4. Etude du plasmide de virulence de Rhodococcus equi

Toutes les souches pouvant induire expérimentalement la maladie ou retrouvées dans les
lésions de poulains atteint de pneumonie a Rhodococcus equipossedent une lipoprotéine de 15a 17
kDa appelée VapA (Virulence Associated Protein a). Cette lipoprotéine est codée par le géne vapA
intégré dansle plasmide de virulence de 80 a 90 kilobases présent en au moins un exemplaire chez
les souches virulentes de Rhodococcus equi et dont la délétion entraine la disparition du pouvoir
pathogene de la souche (WADA et al., 1997).

A ce jour, nous connaissons 12 types de plasmides de virulence avec des profils de restriction
différents ; ces différences semblent étre des marqueurs géographiques de I’origine de la souche
(MUSCATELLO et al., 2011a).

Le plasmide de virulence héberge les génes codant les neufs protéines nécessaires au blocage
de la maturation des endosomes aprés la phagocytose de Rhodococcus equi, a la survie et a la
multiplication intracellulaire de la bactérie (Vap A, VapC —Vapl, pseudo-VapE). Le séquencage des
plasmides de virulence de deux souches de Rhodococcus equi (ATCC 33701 et 103) a misen évidence
la présence de 64 ORF' dans trois zones sur le plasmide de virulence (TAKAI et al., 2000) :

- Un flot de pathogénicité limité par les ORF 61 et 22 qui sont des éléments d’insertion et

contient des séquences moins riches en bases C-G que le reste du plasmide, ce qui indique
gu’il est constitué de genes étrangers a Rhodococcus equi. L'llot de pathogénicité regroupe
lesseptgenesVap (VapA, VapC, VapD, VapE, VapF, VapG, VapH). Toutes les protéines codées
par ces genes ont une extrémité C-terminale similaire qui correspondrait soit a la zone

' 'ORF (Open Reading Frame) est une succession decodons qui ont du sens (donc sans codons stops) et traduit
la présence d’'une séquence codante (exon) dans la moléculed’ADN.
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d’ancrage des protéines danslamembrane, soit a une zone antigénique commune pour ces
sept protéines. Parmi les sept protéines, VapA est celle qui a été le plus étudiée ;

- Une région de conjugaison entre les ORF 23 et 40, qui serait impliquée dans les échanges de
matériel génétique entre les différentes souches ;

- La derniére région entre les ORF 41 et 60 contiendrait |'origine de la réplication du plasmide
(ORF 56) ainsi que les génes impliqués dans la réplication du plasmide. Par ailleurs, cette

région contient plusieurs génes ayant une homologie marquée avecles systémes de partition
connus dans d’autres espéces bactériennes, qui assurent la transmission du matériel
génétique aux cellules filles lors de la division cellulaire.

1.3.3.4.1. Régulation de l'expression des génes du plasmide de virulence
de Rhodococcus equi

L'expression des genes associés aux 64 ORF du plasmide de virulence a été testée dans des
cultures intra-macrophages et in vitro dans différentes conditions de température et de pH (REN &
PRESCOTT, 2003). Dans les macrophages, I’ensemble des 7 génes Vap présents sur l'llot de
pathogénicité sont exprimés ; il semblerait qu’aucun ORF hors de I'il6t de pathogénicité ne soit
exprimé. Une température de culture a37°C est nécessaire al’expression des genes du plasmide de
virulence (REN & PRESCOTT, 2003) (LETEK et al., 2010).

A 37°C, une carence enferet encalcium, associée aun pH=5, favorisent|’expression des ORF 1,2, 5,
6-8, 12-15, 19, 20. Les ORF 3, 9 et 10 sont plus exprimés dans une culture a37°C avec une carence en
magnésium. Laculture a une température de 37°C, un pH=5, dans un milieu carencé en fer, calcium
et magnésium estlasituation in vitro ol I’expression des genes du plasmide de virulence est la plus
proche de celle observée dans les cultures dans les macrophages.

L'expression des genes du plasmide de virulence régule positivement I’expression de deux
génes présents surle chromosome de Rhodococcus equicodant des enzymes permettant la synthéese
d’acides aminés aromatiques. Ces enzymes sont nécessaires pour la prolifération de la bactérie dans
les macrophages (LETEK et al., 2010).”

2 L'acquisitiondelavirulencede Rhodococcus equi se seraitfaitepar un mécanisme de cooptation :acquisition
de quelques genes qui régulent |'expression des génes déja présents dans le génome de la bactérie et
modifient son interaction avec le milieu. Il estainsi probable que I’acquisition du plasmide de virulence et du
géne rpl codant pour une cyto-adhésine ait transformé une bactérie commensale en Rhodococcus equi
pathogéne (LETEK etal., 2010).
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2. Rhodococcose pulmonaire du poulain : étude clinique et
épidémiologie

2.1. Prévalence

Les pneumonies a Rhodococcus equisont une problématique a lI’échelle mondiale et causent
d’'importantes pertes économiques pour les élevages principalement a cause du co(t et de la
longueur du traitement (MUSCATELLO, 2011a). Il n’y a a ce jour pas de preuve que les lésions
induites parl’infection du poumon par Rhodococcus equine soient pas un frein a la carriére sportive
des animaux.

Selonles élevages, I’apparition de pneumonies dues a Rhodococcus equi chaque année peut
étre sporadique ou endémique ; certains élevages ne rencontrent presque jamais de cas, tandis que
d’autres ont tous les ans plusieurs poulains atteints. Dans un méme élevage, le risque d’infection
varie d’une année surl’autre (CHAFFIN et al., 2003a). Dans les élevages ou I'infection est endémique,
les taux d’infection varient en moyenne de 10 a 20% (COHEN et al., 2008) (CHAFFIN et al., 2003b),
mais certains élevagestres atteints peuvent avoir plus de 20% de cas. |l n’existe pas de prédisposition
de sexe audéveloppementd’une pneumonie a Rhodococcus equi chez les poulains (CHAFFIN et al.,
2003a).

Lors d’une étude comparative réalisée dans 32 élevages sains et 32 élevages contaminés au
Texas en 2003 (CHAFFIN et al.,, 2003b), 33 des 113 poulains (29,2%) nés dans des élevages atteints
sontmorts ou ont été euthanasiés a la suite d’une pneumonie a Rhodococcus equi, soit entre O et 4
poulains morts par élevage durant I’'année 1997 (médiane de 1 poulain mort par élevage).

2.2. Etude clinique de la Rhodococcose du poulain

2.2.1. Forme pulmonaire

2.2.1.1. Présentation clinique

La forme pulmonaire de l'infection par Rhodococcus equi entraine le plus souvent une
pneumonie chronique associéealaformation d’abces dans le parenchyme pulmonaire, ainsi qu’une
lymphadénite suppurative.

Dans un premiertemps, lesésions évoluentlentement etles poulains compensentlaperte de
fonction progressive du poumon. Les signes précoces de I'infection sont une |égere augmentation de
la fréquence respiratoire et une hyperthermie modérée, qui sont rarement observées (GIGUERE &
PRESCOTT, 1997).
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Lorsque les poulains déclarentlaforme chroniquede lamaladie, sontretrouvésal’examen
clinique (GIGUERE & PRESCOTT, 1997) (COHEN et al., 2005) :

- Hyperthermie (38,8-40,0°C jusqu’a 41,5°C) [94%],

- Toux [89%],

- Détresse respiratoire [80%] et tachypnée,

- Jetage purulent bilatéral [51%],

- Abattement,

- Baisse de I'appétit,

- Bruitsanormaux a |I’auscultation pulmonaire [86%], dont |’intensité n’est pas toujours corrélée
alasévérité des lésions,

- Amaigrissement lors d’atteinte sévere.

Plus rarement, lors de formes subaigués, sont observées une :

- Détresse respiratoire aigué,
- Mort en quelques jours malgré un traitement adapté.

Cessignescliniques ne sont pas pathognomoniques d’une infection par Rhodococcus equi mais
sont ceux d’une pneumoniesuppurative, I'implication de Rhodococcus equi lors de pneumonie doit
impérativement étre confirmée al’aide d’examens complémentaires.

2.2.1.2. Examens complémentaires décrits pour la confirmation du diagnostic
de forme pulmonaire de Rhodococcose.

Les analyses de biochimie sanguine révelent une hyperfibrinogénémie. Ce marqueur de
I'inflammation serait un paramétre sensible dans la détection de la maladie et un critére
pronostique :les poulains survivants auraient un taux de fibrinogéne sanguin plus faible que ceux ne
survivant pas.

La numération formule sanguine surun poulain atteint de pneumonie due a Rhodococcus equi
montre une leucocytose (15-20x10° cellules/L) neutrophilique associée a une lymphopénie marquée
(<1,0 x10°/L). Le suivi de laleucocytose est unindicateur relativement sensible et spécifique dans les
cas précoces et avancés (MUSCATELLO, 2011b).

Les techniques d’imagerie médicale permettent de diagnostiquer I’apparition des Iésions
pulmonaires. Les radiographies thoraciques montrent des Iésions nodulaires, cavitaires d’opacité
liquidienne voire aérique, compatibles avecdes abcés. Chezles poulains de moins de trois mois, ces
lésions sont tres spécifiques d’une bronchopneumonie a Rhodococcus equi ; chez des poulains de
plus de 3 mois, ces Iésions peuvent aussi étre dues a une infection a Streptococcus zooepidemicus
(GIGUERE & PRESCOTT, 1997). Il est aussi possible d’observer un déplacement dorsal de la trachée
par des nodules de densité tissulaire indiquant une atteinte des noeuds lymphatiques trachéo-
bronchiques; ce dernier signe est un facteur pronostique négatif. Si la radiographie permet
I’exploration de I’ensemble de I'épaisseur du parenchyme pulmonaire, elle ne permet pas de
visualiser les Iésions de petites tailles, au début du développement de la maladie.

L’échographie permet d’observer le bord thoracique des plévres en glissant la sonde le long
des espacesintercostaux. Cette technique permet uniqguement de détecterlesabcés en superficie du
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poumon et ne permet pas de juger du degré d’atteinte de I’ensemble du parenchyme pulmonaire.
L'échographie reste toutefois sensible pour la détection des formes subaiglie a chronique de
rhodococcose pulmonaire et est parfois utilisée pour réaliser un dépistage systématique de la
maladie dans des grands élevages fortement atteints. Lors de ces dépistages, le nombre et la taille
desabcesobservés permettentauclinicien de décider du traitement a prescrire en fonction de son
expérience. L'avantagede ce dépistage est de permettre un traitement antibiotique plus précoce et
moins long (MUSCATELLO, 2011a). Dans les élevages infectés, de nombreux poulains présentent des
abces visibles a I’échographie mais ne déclarent jamais de signes de détresse respiratoire et
guérissentaussi rapidement, avecou sanslamise en place d’un traitement antibiotique (VENNER et
al.,, 2012).Le traitement systématique des poulains a partir du dépistage échographique uniquement
entraine une surconsommation d’antibiotiques non compatible avec les régles actuelles de bonnes
pratiques d’antibiothérapie (BURTON et al., 2012). Il est important de noter que le traitement
actuellement préconisé pour lutter contre Rhodococcus equi comprend de la rifampicine,
antibiotiqueactif surles germesintracellulaires et utilisé pour traiterles cas de tuberculose humaine,
il est donc primordial de limiter I’apparition d’antibiorésistances contre cet antibiotique.

2.2.1.3. Lésions retrouvées a l'autopsie

L'étude rétrospective surles poulains de plus de 24 heures autopsiés a I’ANSES-Dozulé entre
1986 et 2006 a montré que 119 poulains sur les 1 617 étudiés (7,4%) étaient morts de rhodococcose
(MAUGER, 2009). Lors de forme pulmonaire, les |ésions prédominantes sont :

- Des abcés disséminés dans le parenchyme, a pus crémeux ou caséeux (87,3%),

- Une densification dans le parenchyme au stade d’hépatisation rouge ou grise (68,8%),

- Une hypertrophieet une abcédation des nceuds lymphatiques trachéo-bronchiques (30,7%) et
médiastinaux (15,3%).

2.2.2. Formes non pulmonaire

La majorité des poulains de moins de 6 mois présentant une pneumonie a Rhodococcus equi
ont aussi des lésions extra-pulmonaires liées a ce germe (REUSS, CHAFFIN, & COHEN, 2009). Parmi
ces formes extra-pulmonaires, nous pouvons distinguer les formes digestives, les atteintes
consécutives a une bactériémie et les atteintes liées a la réaction immunitaire.

2.2.2.1. Formedigestive

La forme digestive de laRhodococcose se caractérise parlaprésence de |ésions d’entérocolite
et d’abcédation des nceuds lymphatiques digestifs. Les signes cliniques chez les poulains sont trés
frustes (diarrhée, colique, retard de croissance) et trés inconstants (REUSS et al., 2009). La rupture
d’abces dans la cavité péritonéale peut aboutir a la mort des poulains par péritonite septique.

2.2.2.2. Autres formes décrites

Rhodococcus equipeut étre la cause de troubles locomoteurs lorsqu’il cause une ostéomyélite,
une arthrite septique. Lors d’atteinte spinale, il est possibled’observer une ataxie ou une parésie par
perturbation de I'influx nerveux.
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La migration de labactérie peutaussi entrainer|’apparition d’abceés hépatiques ou rénaux, une
pleurésie septique, une atteinte des noeuds lymphatiques médiastinaux, des abces intracraniens
(REUSS et al., 2009), ou bien des abcés cutanés.

2.2.2.3. Symptémes dus a un dysfonctionnement immunitaire

Certaines anémies hémolytiques, uvéites et polyarthrites a médiation immune ont été
rapportées lors d’atteinte par Rhodococcus equi.

2.2.24. Larhodococcose chez les autres espéces

Rhodococcus equia été isolé chezde nombreuses especes, telles que les camélidés, les porcs,
les bovins, lesovins, les caprins, les crocodiles, les chats et les chiens. Cependant, les poulains sont
les seuls animaux chez qui la rhodococcose peut survenir sans trouble sous-jacent de I'immunité
(GIGUERE et al., 1999).

Chez I’'Homme, Rhodococcus equi est un agent pathogéne pour les personnes
immunodéficientes, chez qui il provoque des bronchopneumonies (80%), des infections de plaies,
péritonites, arthrites septiques, abcés hépatiques, infections urinaires... (WEINSOCK & ARTHUR,
2002)

2.3. Modes d’infection

Les poulains sont en contact dés les premieres heures de leur vie avec Rhodococcus equi
présent dans I’environnement, en particulier dans les feces de leurs meres (GRIMM et al., 2007). |l
est donc difficile de dater précisément le début de I'infection.

Expérimentalement, I’administration intratrachéale de 10* UFC de Rhodococcus equi virulent
chez le poulain entraine I"apparition d’une pneumonie en 6 a 18 jours (WADA et al., 1997). Cette
période d’incubation ainsique la répartition de I’dge des poulains atteints (de 3 semaines a 6 mois)
conduisentapenserque l'infection par Rhodococcus equiintervient lors de la période de faiblesse
immunitaire des poulains, aprés la disparition du taux protecteur d’anticorps maternels et avant
I’acquisition d’un systeme immunitaire compétent par les jeunes animaux.

Actuellementil estadmis que lesformes pulmonaires de rhodococcose sont déclenchées par
Iinhalation de Rhodococcus equi présent dans les poussieres du sol en suspension dans I’air,
principalement lorsque le climat est chaud et sec (MUSCATELLO, 2011a). Cependantil n’existe aucun
consensussurla quantité de bactériesinhalées nécessaire pour causerune infection pulmonaire. Les
doses utilisées expérimentalement sont largement supérieures a celles retrouvées dans
I’environnement et les infections expérimentales sont réalisées par une administration unique ; dans
les élevages, les poulains inhalent de plus petites quantités de Rhodococcus equi mais de maniéere
répétée, ce qui complique encore |‘appréciation de la date de l'infection (MUSCATELLO,
communication personnelle)
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2.4. Réaction immunitaire contre Rhodococcus equi

La présence de souchesvirulentes dans I’intestin des poulains dés leur plus jeune age (TAKAIS.
et al, 1986 a) apparait comme une étape importante de l’acquisition de I'immunité contre
Rhodococcus equi (CHIRINO-TREJO et al., 1987). Les protéines VapA et VapC codées par des genes
présents sur le plasmide de virulence sont les plus immunogénes.

Chezlessouris, laréaction immunitaire a médiation humorale (voie Th2) n’est pas protectrice
contre l'infection a Rhodococcus equi;la réaction a médiation cellulaire (voie Th1) est suffisante pour
assurer I’élimination de la bactérie dans le poumon.

Chezles poulains, les manifestations cliniques apparaissent principalement lorsque le titre en
anticorps maternels décroit et avant I’acquisition d’un systeme immunitaire mature. La protection
contre Rhodococcus equi, germe intracellulaire, doit faire intervenir les voies Thl (immunité a
médiation cellulaire) et Th2 (immunité a médiation humorale). La production d’IgA prése ntes sur les
muqueuses, limite I'entrée de la bactérie dans I’organisme. Les IgG systémiques ont un réle
importantdans|’opsonisation de la bactérie (CAUCHARD et al., 2004). Les cellules intervenant dans
la voie Thl sont productrices d’interféron-y (IFN-y) et sont efficaces dans I’élimination de
Rhodococcus equivirulent (GIGUERE et al., 1999).

Expérimentalement|’orientation Th1/Th2varie enfonction de la dose de bactéries inoculées,
10° UFC de Rhodococcus equi virulent conduisent a la mise en place d’une réaction a médiation
humorale et au développement d’une pneumonie ; alors que 10° UFC entrainent une réaction a
médiation cellulaire plus forte et une forme subclinique de la maladie (JACKS & GIGUERE, 2010).

L'orientation immunitaire est aussi fortement influencée par I’adjuvant injecté en méme
temps que les antigénes (CAUCHARD et al., 2004).

2.5. Prophylaxie médicale, traitements et antibiorésistance

Il n’existe pas de vaccin possédant une AMM pour les pneumonies a Rhodococcus equi,
cependant il est actuellement possible en France d’utiliser sur prescription vétérinaire des auto-
vaccins a partir d’'une souche tuée isolée dans I’élevage auquel sera destiné I'autovaccin. Afin
d’assurerune immunité optimale, il est conseill é d’utiliser une souche issue des |ésions d’un poulain
malade.

L'utilisation des plasmas hyper-immuns est controversée (DAWSON et al., 2010). Les plasmas
hyper-immuns fournissent des anticorps, dont des anticorps spécifiques contre Rhodococcus equi si
I’animal donneur est correctementimmunisé contre la bactérie, ainsique des facteurs de I'immunité
(fibronectine, complément, cytokines). De nombreux facteurs peuvent causer une inefficacité du
plasmatels que laperte de la virulence des souches utilisées pourl’immunisation des donneurs, des
souchestrop différentes de celles présentes dans |I’élevage ou une mauvaise réponseimmunitaire du
donneur. Lutilisation du plasma ne semble pas conduire a une diminution de I'incidence de la
maladie dans I’élevage, il est nécessaire d’'y associer des mesures de gestion de |'effectif :
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amélioration de la détection précoce des signes cliniques, diminution de la pressioninfectieuse dans
I’environnement, séparation des animaux ayant recu le plasma et de ceux n’en ayant pas recu.

Les infections a Rhodococcus equi sont particulierement difficiles a traiter du fait de
I'inflammation pyogranulomateuse, de la localisation intracellulaire du germe associées a une
résistance chromosomique a de nombreux antibiotiques (pénicillines, céphalosporines, sulfamides,
guinolones, tétracyclines, clindamycine et chloramphénicol). Les génes responsables de cette
antibiorésistance sont tousintégrés dansle génome chromosomal de Rhodococcus equi sans signes
d’acquisition récentes ; prouvant que I’antibiorésistance n’est pas due al’utilisation des antibiotiques
dans le traitement des animauxmalades mais a été acquise au cours de I’évolution de Rhodococcus
equicomme pour de nombreuses autres bactéries environnementales (LETEK et al., 2010).

Le traitementrepose surl’utilisation combinée de macrolides (érythromycine, tulathromycine,
azithromycine, clarithromycine) et de rifampicine. Les doses utilisées pour la combinaison
érythomycine / rifampicine sont :

- 25 mg/kg d’érythromycine per os toutes les 8 a 12 heures,
- 5mg/kg de rifampicine per os toutes les 12 heures (ou 10 mg/kg PO toutes les 24 heures)

La potentialisation de I’effet de ces deux molécules permet d’éviter|’apparition de résistances
a ces deux molécules. La mise en place de ce traitement peut entrainer I’apparition d’effets
indésirables tels qu’une anorexie transitoire, de légéres coliques et du bruxisme. L'érythromycine
peutentrainerune légérediarrhéetransitoire et une hyperthermie parun effet prokinétique chez le
poulain; I’apparition d’'untel syndrome de colique peut mettre enjeule pronostic vital de I’'animal a
court terme et doit alerter le propriétaire et le vétérinaire. Suite al’ingestion de faibles doses de
principe actif parla meére (par coprophagie ouléchage du poulain), il aété observé I’apparition d’une
diarrhée par perturbation de la flore intestinale (MUSCATELLO, 2011b). En raison de ces effets
secondaires, d’autres macrolides sont aujourd’hui utilisés en association avec la rifampicine pour le
traitementde larhodococcose pulmonaire chezle poulain, tels que de I’azithromycine (10mg/kg une
fois par jour) ou de la clarithromycine (7,5 mg/kg toutes les 12 heures).

2.6. Criteres diagnostiques

2.6.1. Criteres décrits dans la littérature permettant d’établir un
diagnostic de certitude d’infection par Rhodococcus equi

Obtenirun diagnosticde certitude pour une infection par Rhodococcus equi se révele souvent
compliqué. En effet, il faut tenircompte de la présence normale de la bactérie dans I’environnement
qui peut se retrouver dans le tractus respiratoire des poulains sans que ceux-ci ne soient malades.
Lorsque nous objectivons des abcés dans les poumons d’un poulain par imagerie médicale,
Rhodococcus equin’est paslaseule cause possible de I'apparition de ces Iésions. Il existe aussi une
proportion variable de poulains infectés sub-cliniquement qui ne manifestent aucune difficulté
respiratoire qui sont autant de « faux négatifs ».
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En 2003, CHAFFIN et al. ont étudié les facteurs de risques d’infection par Rhodococcus equiliés
aux poulains; pour ce faire, il a proposé la méthode de diagnostic suivante (CHAFFIN et al., 2003a) :

Les poulains ont entre 3 semaines et 6 mois d’age ;
IIs présentent des signes cliniques de pneumonie (tachypnée, fievre, jetage nasal ou toux) ;
Rhodococcus equi a été isolé par aspiration trans-trachéale ou dans des abces pulmonaires a

I’autopsie ;
Pourlesanimaux n’étant pas mortsa lasuite de la maladie, le diagnostic était posé siau moins

deux des signes suivants étaient présents :
o Opacités multifocales sur les radiographies thoraciques,
o Présence d’abcés pulmonaires lors de I’échographie thoracique,
o Présence de coccobacilles Gram positif dans le liquide de lavage trans-trachéal.

En 2005, lors d’'une étude épidémiologique au Texas, COHEN et al. définissent comme infectés les

poulains de moins de quatre mois, ayant :

- Des signes cliniques de pneumonie et un isolement de Rhodococcus equi sur un liquide de
lavage trans-trachéal ou dans des Iésions prélevées en autopsie ;

- Ou bien des signes cliniques de pneumonies et au moins deux des signes suivants :

Opacités multifocales sur les radiographies thoraciques,

Présence d’abcés pulmonaires lors de I’échographie thoracique,

o
o Présence de coccobacilles Gram positif dans le liquide de lavage trans-trachéal,
o Une réponse positive au traitement spécifique contre Rhodococcus equi. L’auteur

considérant que I’association macrolide et rifampicine est trés spécifique de cette
bactérie et n’agit pas sur les autres bactéries pouvant causer des pneumonies

abcédatives.

Nous pouvons noter que dans ces deux études, il n’est pas fait mention des dosages d’anticorps
spécifiques contre Rhodococcus equi. Labactérie étant présente dans|’environnement, il est normal
gue les poulains développent une immunité. Ces études n’utilisent pas non plus la détermination de
la virulence de la souche par PCR (recherche du géne Vap A).

2.6.2. Criteres utilisés par les vétérinaires de Basse-Normandie pour
établir le diagnostic d’infection par Rhodococcus equi

Lors de I’étude surlarhodococcose équine en Basse-Normandie menée en 2005 (TAPPREST et
al., 2012), les auteurs ont envoyé un questionnaire aux vétérinaires équins de la région afin de
connaitre les critéres usuellement retenus dans la démarche diagnostique lors d’une suspicion de
pneumonie a Rhodococcus equi. Sur les 46 vétérinaires équins de larégion contactés, 35ont répondu

soit, un taux de réponse de 76 %.
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Tableau 1 : Fréquence d’utilisation des critéres diagnostiques usuellement décrits dans la littérature pour la confirmation
d’une suspicion de pneumonie due a Rhodococcus equi par les vétérinaires Bas-Normands ayant répondu a I'étude de
2005 (TAPPREST et al.,2012) :

% modalités
diagnostiques Toujours Parfois Jamais
rhodococcose

Critéres épidémiologiques

Elevage « endémique » 71,4 28,6 0
Densité 50 28,6 214
Distribution de I’alimentation 14,3 4,1 78,6
Période de I’année 42,8 42,8 14,3
Age du poulain 50 35,7 14,3
Criteres cliniques
Faiblesse 43,1 38,5 15,4
Baisse d’état 23,1 53,8 23,1
Hyperthermie 61,5 30,8 7,69
Fonction respiratoire
Toux 76,9 15,4 7,69
Jetage nasal 23,1 15,4 61,5
Tachypnée 76,9 7,69 7,69
Dyspnée 53,8 15,4 30,8
Auscultation pulmonaire 76,9 15,4 7,69
Percussion thoracique 0 7,69 92,3
Boiterie 7,69 69,2 154
Diarrhée chronique 0 69,2 30,8
Uvéite 0 15,4 84,6
Examens sanguins
Numération Formule 57,1 28,6 14,3
Fibrinogene 64,3 14,3 21,4
Sérologie 14,3 71,4 14,3
Examens bactériologiques
Sur écouv. nasal 0 14,3 64,3
Sur lav. Trachéal 14,3 28,6 64,1
Coprologie 0 28,6 71,4
Imagerie
Radiographie 0 429 57,1
Echographie 7.1 14,3 78,6
Réponse au traitement 0 714 28,6

Dans I’ensemble, les vétérinaires de la région sont sensibles aux criteres épidémiologiques
renforgant la suspicion d’infection par Rhodococcus equi (cf. Tableau 1), 48 % a 71 % les utilisent
systématiquement. Ceci renforce I'intérét de notre étude afin de proposer des facteurs de risque
adaptésalasituation de lamaladie danslarégion. De méme les vétérinaires sont trés sensibles aux
signesde pneumonie lors de I’examen clinique des animaux suspects ; cependant ces signes cliniques
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ne sont absolument pas pathognomoniques des pneumonies dues a Rhodococcus equi, il est donc
nécessaire de nous intéresser aux examens complémentaires réalisés.

La numération/formule évoquée précédemment est assez souvent réalisée (une majorité des
vétérinaires |’ utilisent systématiquement) et plus encore lamesure du fibrinogéne. Une leucocytose
neutrophilique et lymphopénique associée a une hyperfibrinogenémie marquée sont des résultats
trés évocateurs de la maladie (GIGUERE & PRESCOTT, 1997), fréquemment utilisés comme critéres
d’atteinte dans les études épidémiologiques menées.

Les examens bactériologiques sont rarement réalisés, Rhodococcus equi étant une bactérie
ubiquiste dont toutes les souches ne sont pas pathogénes, il est possible de la retrouver dans
I’appareil respiratoire des poulains sans que ceux-ci ne déclarent la maladie. Le rapport
bénéfice/risquedeslavages trans-trachéaux n’est donc pas trés intéressant pour le diagnostic de la
maladie.

Enfin, les vétérinaires de la région utilisent trés peu les examens d’imagerie médicale
a difficulté de mise en ceuvre et au colit

(radiographie et échographie). Ceci est certainement dii a
de ces examens complémentaires. En effet la réalisation d’un cliché radiographique nécessite la
possessiond’un générateurtres puissant et d’installations que peu de cliniques possédaient en 2005
dans la région. Concernant I’échographie, elle est trés peu utilisée, pourtant la Basse-Normandie
étant une région d’élevage, la majorité des vétérinaires exercant en équine posseédent un
échographe pourlessuivi de reproduction. L'examen échographique du poumon se limite al’examen
dela surface costale de I’organe (les ultrasons ne pénétrant pas dans le parenchyme a cause de I’air
qui s’y trouve), a une profondeur qu’une sonde linéaire d’une fréquence de 7,5 MHz (sonde
usuellement utilisée en gynécologie) pourrait atteindre.

Comme nous |'avons vu, Rhodococcus equi est initialement un germe de I’environnement qui a
acquis un pouvoir pathogéne chez les jeunes poulains. Cette bactérie se retrouve dans tous les
élevages mais seulement certains présentent des poulains atteints chaque année. Nous allons
maintenant étudierles facteurs de risque de développement de rhodococcose pulmonaire dans les
élevages.

2.7. Facteurs de risque

Plusieurs études épidémiologiques ont été menées dans des régions d’élevages de différents
pays, cherchanta mettre en évidencelesfacteurs de risques pouvantexpliquer les différences dans
la répartition inégale de la prévalence de la maladie selon les élevages.
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2.7.1. Facteurs de risques liés a la composition de I'élevage

Tableau 2 : Tableau synthétisant les études menées concernant les indicateurs de risque de développer la maladie en
fonction de la composition des élevages atteints ou sains."+" traduit que l'indicateur est positivement corrélé avec la
présence de la maladie; "0" traduit que l'indicateur n’est pas corrélé avec la maladie ; "-" traduit que l'indicateur est
négativement corrélé avec la présence de la maladie ; "*" traduit que I'association est statistiquement significative ;

Facteurs de Risque étudiés Kentucky  Texas 2003 Normandie

RN . . USA 2005
Liés a la composition de I'élevage 2008 (CHAFFIN et al, 2004
(COHENetal,
2005) (COHENetal,  2003a) (CHAFFIN (TAPPREST et al,
2008) etal,2003b) 2012)
Superficie du haras pour élevage +* 0 +* (>35 Ha) 0
Nombre de chevaux sur I'élevage +* + +*(>160 CV) 0 (pour résidents)

Nombre de poulains sur I'élevage i ¥ +*(>17 poulains) +*(>15 poulains)
Ratio personnel/pouliniére faible / / / +*

*
Densité 0 o 0 + [0 pour
résidents)

Densité des poulains 0 +* +*(>2couples/Ha) +* (champ)
Nombre de pouliniéres résidentes +* + +* 0
Nombre de pouliniéres en transit + + +* +*
Présence de poulinieres en transit 0 / £ +*

Ratio pouliniéres résidentes/transit 0 / -*(>75%) /
Partage d’installations res/transit / / / +*
Date fondation élevage ancienne / 0 0 -*(<1980)
Bonne qualité de I'environnement / / -*

Environnement poussiéreux +* / / +*

Limitation de la qté de poussieres 0 / / /

Paddocks avec sol peu enherbé + / / +*

Ventilation correcte box poulains 0 / / /

Fumiére proche batiments élevages / / / +*

2.7.1.1. Influencede la superficie et de la densité des animaux dans I'élevage

Dans les études analytiques précédemment réalisées (CHAFFIN et al., 2003b) (COHEN et
al, 2005), la proportion d’élevages infectés de maniere enzootique chague année est
significativement plus grande parmi les élevages de grande superficie que parmi les élevage plus
petits. Dans I’étude réalisée en Basse-Normandie (TAPPREST et al., 2012), |la superficie des patures
n’était pas différente entre les élevages atteints et les élevages sains.

Les études réalisées au Texas (CHAFFIN et al., 2003b) mettent en évidence que les élevages
dans lesquels chaque année naissent plus de 17 poulains sont significativement plus a risque de voir
apparaitre des cas de rhodococcose. En Basse-Normandie (TAPPREST et al., 2012), nous retrouvons
gue les élevages de plus de 15 naissances par an sont plus fréquemment atteints.

La densité dans les élevages est calculée en divisantle nombre de chevauxparlasuperficie sur
laquelle ils se trouvent. Cette donnée nous informe sur les contacts entre les animaux. Dans une
étude menée au Texas (CHAFFIN et al.,2003b), il apparait que la forte densité de poulains est plus
significativement liée a la présence de la maladie que ne I’est la densité en chevaux de maniére
générale.
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Plusieurs parametres peuvent expliquer ce résultat. D’une partles poulains étantla population
sensible, plus le nombre de poulains augmente plus les risques d’observer des animaux malades
augmentent. Par ailleurs, les poulains excretent dans I’environnement de grandes quantités de
Rhodococcus equi par leurs féces (poulains sains et atteints) et dans |’air expiré par les poulains
atteints (MUSCATELLO et al., 2007). Cette excrétion de Rhodococcus equi en grande quantité par les
poulains entraine un relargage massif dans I’environnement ainsi qu’une source potentielle
d’infection.

2.7.2. Influence de la surcharge de travail et du contact avec des animaux
extérieurs a I'élevage

Dans I’étude menée en Basse-Normandie (TAPPREST et al., 2012), les auteurs ont
apparié les élevages sondés en fonction du nombre de naissances par année ; aprés avoir établi
guatre classes de nombre de naissances annuel ([0-4], [5-9], [10-14],[>=15]) ils ont recruté les
élevages afin d’avoirlaméme proportion d’élevages sains et atteints dans chaque classe. Ceci leura
permis d’étudier les autres critéres sans que leurs observations ne soient biaisées par la taille des
élevages.

Il apparait alors que le facteur « élevage en surpopulation » apprécié subjectivement par
I’éleveursurlabase de |la charge de travail, dulogement disponible et de lasuperficiede son élevage
par rapport au nombre de chevaux hébergés aplus d’influence sur I’apparition de la maladie que le
nombre de chevaux sur I’élevage. Ceci peut s’expliquer par le fait que la surcharge de travail peut
entrainer des défauts dans la prévention de la transmission indirecte de la maladie, facteur trop
souvent oublié du fait du caractere faiblement contagieux des pneumonies a Rhodococcus equi
(COHEN et al., 2005).

La présence de juments et de leur poulain en transit dans les élevages et le partage des
installations (gynécologie, camion de transport) augmentent aussi le risque d’observer des cas dans
les élevages (CHAFFIN et al., 2003b) (TAPPREST et al., 2012).

2.7.2.1. Influence de la qualité de I'environnement et de la maitrise sanitaire
de l'élevage

La présence de poussieres dans |I’environnement des poulains augmente le risque de
voirapparaitre des cas dans I’élevage, en particulier quand ils évoluent dans des paddocks avec une
faible couverture d’herbe (COHEN et al., 2005) (TAPPREST et al., 2012).

Lors des suivis de reproduction, les juments sont le plus souvent emmenées dans un local
dédié comprenant un systeme de contention adapté pour permettre laréalisation des échographies,
le plus souventles juments sontalors accompagnées de leurjeune poulain. Lorsque |'aire sur laquelle
ils patientent est poussiéreuse, e risque d’observer des cas de rhodococcose dans I’élevage est plus
élevé (TAPPREST et al., 2012).
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La présence accrue de poussieres dans les zones de vie des poulains entraine certainement
une plus forte exposition a Rhodococcus equi.Nous retiendrons donc qu’il est nécessaire de
prendre en compte dans notre étude les facteurs concernant la gestion des sources d’infection
possibles :

- Infectiondirecte (présence d’animaux en transit, pas de quarantaine, mélange d’animaux de

I’élevage et d’animauxen transit, augmentation de ladensité en animaux surles paddocks et
les champs...) ;
- Infection indirecte (partage des installations et du matériel, absence de personnel dédié au

soin des animaux en transit, contamination du sol par le jetage des poulains atteints et par
lesfeces desjeunes poulains, présence de poussiéres dans|’environnement des poulains...).

Les facteurs de risques étudiés liés a la composition des élevages nécessitent d’étre
approfondis, nous allons doncnousintéresser maintenant aux facteurs de risques de développement
de la maladie relevant de la conduite de I’élevage.

2.7.3.Facteurs liés a la conduite d’élevage et a la gestion de la
reproduction

Nous regroupons sous ladénomination « conduite d’élevage » I’'ensemble des regles mises en
place parlI’éleveur régissant le mode de vie des animaux qu’il éleve.

La naissance au pré est usuellement reconnue comme facteur limitant les risques de
contamination des jeunes poulains, cela semble confirmé par I’étude a grande échelle menée aux
USA (COHEN et al., 2005).

La durée de gestation, I’age et la parité de la mére ne semblent pas prédisposer ou protéger
significativement de I’apparition d’une pneumonie due a Rhodococcus equi. En revanche, la présence
de poulains nés tardivement (en mai-juin) semble prédisposer a I’apparition de cas dans les haras
(TAPPREST et al., 2012), ces poulains nés tardivement sont mis dans les paddocks et les champs a la
belle saison quand les conditions météorologiques sont les plus favorables a I’aérosolisation de
Rhodococcus equi.

Globalement la qualitédu transfert d’immunité passive au poulainlors de sa naissance (qualité
du colostrumde la mere, « bonne » prise du colostrum par le poulain, administration de colostrum
du commerce, dosage des Ig dans le sang du poulain) ne semble pas protéger de I’apparition de la
maladie (CHAFFIN et al., 2003a). Cependant, cette étude avait été menée sur 220 poulains mais dans
uniguement 2 élevages différents, vul'importance du facteur « élevage » dansle développement de
la maladie, et sachant que |'apparition des signes de l'infection correspond a la période ou les
anticorps maternels dans le sang diminue avant |’acquisition de I'immunité du poulain, nous
abordons ce résultat avec prudence.

Il apparait que des mesuresvisant a limiter la contamination de I’environnement (retrait des
crottins, programmes de vermifugation fréquente) ou aaméliorerlasanté des poulains (surveillance
accrue du poulinage, test de I’efficacité de I'immunité passive, transfusion de plasma hyper-immun)
sont corrélées positivementavecl’infection des poulains. Une explication possible a ce résultat serait
gue les haras de grande taille (qui sont significativement plus atteints que les autres) sont aussi plus
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techniques; d’autre part, certaines de ces mesures correspondent aux recommandations

actuellement conseillées pour limiter la progression des infections a Rhodococcus equi. Dans notre
étude, il conviendra donc de tenter de s’affranchir de I'influence du facteur « haras de grande
taille », mais aussi de savoirsiles mesures d’amélioration de I’environnement des poulains ont été

mises en place depuis la création de |’élevage ou suite aux premiers cas de rhodococcose équine.

Tableau 3 : Tableau synthétisant les études menées concernant les indicateurs de risque de développer la maladie en
fonction de la conduite d’élevage dans les élevages atteints ou sains. "+" traduit que I'indicateur est positivement corrélé
avec la présence de la maladie; "0" traduit que I'indicateur n’est pas corrélé avec la maladie ; "-" traduit que I'indicateur
est négativement corrélé avec la présence de la maladie ; "*" traduit que I’association est statistiquement significative ;

Facteurs de Risque étudiés USA 2005 Kentucky Texas Normandie
Liés a la conduite d’élevage (Coglgg;fah 2008 2003 2004
) (COHEN et al, (CHAFFIN et (TAPPREST et
2008) al, 2003a) al, 2012).
(CHAFFIN et
al, 2003b)
Age dela mére 0 / 0 /
Durée de gestation / / 0 /
Mere dans I'élevage depuis plus d’'1l an / / + /
Parité >4 / / + /
Historique de poulain atteint / / 0 /
Naissance tardive / / +*
Poulinage
Poulinage au pré * / / /
Poulinage dans un box de poulinage 0 / / /
Poulinage dans un autre haras + / +* /
Surveillance accrue du poulinage i / 0 /
Acces al'extérieur avant 2 semaines 0 / + /
Poulains restant plus tard au box ¥ 0 ¥ /
-*(risque
Séparation des « couples? » 0 / 0 augmente en
stabu)
Groupes <5 « couples » dans paddock / / - /
Groupes >5 « couples » dans paddock / / +* /
Sevrage tardif (>5 mois) i / - (f° /
conditions)
Poulains avec acces autres élevages +* / 04 +*
Prophylaxie médicale
Test transfert immunité passive +* / 0 ¥
Transfusion plasma hyperimmun +* / = Trop peu
réalisé
Administration anthelmintique fréquente +* / / /
Programme de retrait des crottins +* / / /
Utilisation des crottins comme engrais | 0 / / /

3 , . , N . . N
Nous appellerons couplel’association d’'une pouliniereet de son poulain, ceux-ci sonttrés peu souvent

séparés entre la naissanceetle sevrage.

4 . . . . . .
Dans cette étude le faitque les poulains voyagentdans d’autres élevages (sains ou présentantdes cas de
rhodococcose pulmonaire) ne semble pas étre corréléavec le statut du haras d’origine.
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2.8. Exposition dans I'’environnement

Rhodococcus equiest présentdanslessolsetil est admis que I'infection se fait par inhalation
de souchesvirulentes de labactérie mises en suspension dans |’air avec les poussieres. Nous allons
donc étudierl’'importance de laprésence de labactérie dansle sol etdans|’airdans les haras sains et
contaminés.

2.8.1. Influence de la concentration en Rhodococcus equi dans le sol

Tous les chevaux sont porteurs de Rhodococcus equidans leur tube digestif (TAKAI et al., 1995)
et il a été montré que la bactérie se multiplie plus vite dans des sols enrichis en matieres fécales
(HUGHES & SULAIMAN, 1987). L'élevage plus ou moinsintensif surlesterres d’un haras conduit donc
trés vraisemblablement a une accumulation de Rhodococcus equi dans les sols.

Par ailleurs, une thése récente (PHILIPOT, 2012) a montré que la bactérie virulente peut se
retrouvera 50 cm de profondeur dansles champs etles paddocks de haras contaminés ou non. Dans
une étude canadienne, sur 5 élevages, il a été mis en évidence une corrélation positive entre la
contamination en Rhodococcus equi dans les sols des paddocks, des champs etdes boxesetle temps
depuislequel le haras est utilisé pour|’élevage de chevaux. Le sol apparait donc comme un réservoir
important de la bactérie en particulier pour les sols sur lesquels ont évolué des poulains.

Récemment, plusieurs études ont été menées en Australie (MUSCATELLO et al., 2006) et au
Texas (MARTENS, et al., 2000) afin de comprendre le role du sol comme réservoir et source de
contamination pour les poulains. La comparaison des concentrations en Rhodococcus equi et
Rhodococcus equi virulent retrouvées dans le sol montre qu’il n’y a pas de différence significative
entre les haras sains et les haras contaminés contrairement a ce qui était admis jusque-la (TAKAI,
1997).

IIn’y a pas de différencesignificative concernantla composition physico-chimique du sol entre
les haras sains et les haras présentant réguliérement des cas de rhodococcose (MARTENS et al,,
2002).

2.8.2. Influence de la concentration en Rhodococcus equi dans I'air

Il est admis que le développement de pneumonies dues a Rhodococcus equi chez les jeunes
poulains esttrés probablementliéal’inhalation de labactérie en aérosols dans les poussieres de |’air
environnant; il est doncintéressant d’étudier la présence de Rhodococcus equi dans I'air qui peut
étre inhalé par les poulains.

La premiére étude recherchantlabactérie dans|’air de haras sains et contaminés, a été menée
en Australie (MUSCATELLO et al., 2006). Les prélevements d’air ont été réalisés sur deux années
consécutives et dans deux régions du Sud-Est de I’Australie : en 2000 dans 6 élevages et en 2001
dans les mémes élevages et 18 autres. Les auteurs ont réalisé les prélevements aux endroits
usuellement décrits comme favorables al’infection des poulains : les paddocks, les allées, les zones
de contention ; ce sont tous des endroits poussiéreux avec peu d’herbe ol les poulains sont
regroupés. Laconcentration de Rhodococcus equivirulent (>1UFC/1000L), ainsi que la proportion de
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souches virulentes récoltées dans I’air (>35%) sont significativement associées aux élevages dans
lesquelslaprévalence de lamaladie estla plus forte. Les auteurs ont noté une forte variabilité de la
concentration de bactéries retrouvées en fonction du jour de prélévement et du climat.

Lors d’une étude menéedans un pays avec un climat proche de celui de la Basse-Normandie,
en Irlande (MUSCATELLO et al., 2006), les auteurs ont recherché la bactérie dans des prélévements
d’air dans trois fermes ayant au moins 15% d’incidence de pneumonies dues a Rhodococcus equi
chezlespoulainslesannées précédant|’étude. Les préléevements étaient réalisés une fois par mois
entre Juin et Ao(t 2003, dans 2 box et 4 a 6 paddocks hébergeant des jeunes poulains choisis au
hasard dans chaque élevage. Rhodococcus equi virulent (possédant le géne codant pour la
lipoprotéine VapA) est détecté dans les box et dans les paddocks de chacun de s élevages, la bactérie
(toutes souches et souches virulentes) est toutefois retrouvée plus souvent et en plus grandes
concentrations dans les box que dans les paddocks. Les concentrations médianes détectées dans |'air
sont regroupées dans le tableau 4 ci-dessous.

Tableau 4 : Concentrations médianes de Rhodococcus equi et Rhodococcus equi virulent recueillies dans les haras en
Irlande en Juin, Juillet et Aolit 2003(MUSCATELLO et al., 2006).

Concentrations médianes R. equi total R. equi virulent
Box 5,0-10,5 UFC/1000L 0,7 - 2,5 UFC/1000L
Paddock 0 UFC/1000L 0 UFC/1000L

Dans cette méme étude, Rhodococcus equi virulent est significativement plus souventisolé
dans les paddocks que dans les box. La présence de faibles concentrations de bactéries dans les
prélévements d’airal’extérieur peut étre imputée au climat humide de la région, moins favorable a
la mise en suspension des aérosols, mais les auteurs n’indiquent pas de données conce rnant la
météo lors des prélevements ni sur la quantité de poussieres dans I’environnement des poulains.

Aprésavoirétudié lesdonnéesactuellesde lalittératuresurlarhodococcose pulmonaire des
poulains, nous allons présenterlamise en place de I’étude menée pendant I’été 2012 dans des haras
de Basse-Normandie afin d’explorer les relations entre la quantité de Rhodococcus equi dans
I’environnement des poulains et la présence de cas dans les élevages.
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3. Matériel et méthodes de I'étude épidémiologique

3.1. Objectifs de I'étude

Le butde notre étude estde comparerla concentration de labactérie dans|’airentre les haras
indemnes de cas de rhodococcose et les haras enzootiques. Nous allons plus particulierement
rechercherlabactérie dans|’environnement des poulains, c’est-a-dire dans les boxes, les paddocks
etles champs ol ils sont hébergés durant les six premiers mois de leur vie.

Le box estun local dédié aulogementd’un cheval oud’une pouliniére et de son poulain. Le sol
du box est recouvert de litiere, telle que de la paille ou des copeaux de bois. Le paddock est une
surface extérieure close destinée aaccueillirun nombre restreint de chevaux pourleur permettre de
se détendre oucomme zone d’attente. Le sol du paddock est généralement constitué d’herbe ou de
sable ; dansles paddocksinitialementen herbe, il est fréquent que la présence d’animaux sur cette
petite surface entraine la disparition plus ou moins étendue de la couverture végétale. Enfin, les
champs sont utilisés pour sortir plusieurs chevaux et leur permettre de se nourrir.

En général, les poulains passentles premiers jours de leurvie dansle box avec leur mére, puis
sortent quelques heures par jour dans les paddocks. Ensuite, les poulinieres suitées sortent en
groupe dans les champs.

Tout d’abord nous allons définir les élevages que nous allons étudier, I’objectif est d’obtenir
deux lots d’élevages, un lot témoin et un lot atteint entre lesquels nous pourrons comparer la
concentration de Rhodococcus equi retrouvé dans I’air. Afin de pouvoir comparer les résultats
obtenus dansles haras atteints a ceux obtenus dans les haras témoins, nous devons nous affranchir
des autres facteurs de risque précédemment décrits en particulier la taille des élevages et les
conditions météorologiques le jour du prélévement.

3.2. Recrutement des élevages

3.2.1. Classement des élevages indemnes (témoins) / enzootiques
(atteints)

La premiére étape de notre enquéte est de déterminer comment nous définissons le statut
indemne (témoin) ou enzootique (atteint) des élevages.

Dans I'objectif de ne pas recruter de faux positifs dans le lot des élevages atteints, nous
considérons comme atteint un élevage dans lequel au moins un poulain mort de rhodococcose
pulmonaire a été autopsié a I’ANSES-Dozulé entre les années 2005 a 2012 (avec examen
bactériologique des Iésions pulmonaires confirmant I’'implication de Rhodococcus equi).

De la méme maniére, afin de ne pas recruter de faux négatifs parmi les élevages sains, nous
élimineronstousles élevages pourlesquels le vétérinaireréférent ouI’éleveur nous auront rapporté
des suspicions d’infection par Rhodococcus equi entre les années 2005 a 2012.
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Concernant les cas survenant pendant I’année de notre étude, d’aprés les connaissances
cliniques etles méthodes de diagnostic utilisées en Basse-Normandie, nous choisirons de considérer
comme atteintles poulains présentant les signes cliniques d’une bronchopneumonie (hyperthermie,
toux, tachypnée, dyspnée) et :

- Soitunisolementde Rhodococcus equisurliquide de lavage trachéal ou sur un échantillon de
tissu pulmonaire a I’autopsie ;
- Soit 2 résultats positifs dans la liste des examens complémentaires ci-dessous :
Opacités nodulaires multifocales dans le parenchyme pulmonaire a la radiographie,

o Visualisation d’abcés pulmonaires par échographie des poumons,
o Hyperfibrinogénémie couplée a une leucocytose neutrophilique,
o Amélioration cliniquesuite alamise en place d’un traitement antibiotique spécifique

de Rhodococcus equi.
Nous avons défini les élevages dans notre étude de la maniéere suivante :

- Elevage atteint: Elevage pourlequelau moins un poulain mort de rhodococcose pulmonaire a
été autopsié a I’ANSES-Dozulé entre 2005 et 2011 (données Archives ANSES-Dozulé) ;

- Elevage témoin: Elevage pourlequel aucun cas de rhodococcose (forme pulmonaire ou autre)
n’a été rapporté par le vétérinaire référent ou par I’éleveur depuis 2005. Nous éliminerons le
cas échéant les élevages pour lesquels un cas serait survenu au cours de I’année de
déroulement de I'étude (2012).

3.2.2. Mode de recrutement

Connaissantles critéres nous permettantd’inclure un élevage dansle lottémoin ou dans le lot
atteint, nous allons maintenant définir le mode de recrutement qui nous permettra de constituer
deux lots dans lesquels nous pourrons comparer les concentrations de Rhodococcus equi dans
I’environnement en éliminant les biais.

L'augmentation du nombre de naissances dans |’élevage est significativement associée ala
présence de lamaladie. Nous avons doncconstruit notre échantillon de maniére a éliminer les biais
liésalataille del’élevage. Pour cela nous ne sélectionnons que des élevages présentant plus de 15
naissances paran depuis 2008 (donnéesSIRE) (seuil au-dela duquel la maladie est significativement
plus présente dans la région (TAPPREST et al., 2012) et pour lesquels au moins 15 juments doivent
pouliner dans le haras en 2012.

A partir de la base de données obtenue grace a une extraction de la base de données SIRE
(Systéme d’ldentification Répertoriant les Equidés), nous sélectionnons les élevages avec plus de 15
naissances paran depuis 2008. A I'aide des archives des autopsies réalisées a |’ANSES-Dozulé entre
2005 et 2012, nous classons ensuiteles élevages sains et atteint selon les critéres retenus (cf.supra).
Dans chacune des deux listes ainsi obtenues (30atteints et 113 sains) et afin d’obtenir un échantillon
représentatif, nous effectuons un tirage au sort, déterminant |'ordre dans lequel nous allons
contacter les haras.
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3.2.2.1. Contactavec les vétérinaires

Ayant obtenu la liste ordonnée de maniere aléatoire des haras témoins et des haras
présentant des cas de rhodococcose, nous avons recherché dans la base de données des rapports
des autopsies réalisées a I’ANSES-Dozulé le nom du dernier vétérinaire nous ayant envoyé une
demande d’autopsie pour chaque élevage. Nous avons éliminé les élevages pour lesquels aucune
correspondance n’a pu étre trouvée (8 élevages parmi les 40 premiers de la liste des élevages
présumés sains, aucun des haras atteints). Nous avons ensuite contacté les vétérinaires
correspondants avantde commencer a contacter les haras afin de leur présenter les objectifs et les
modalités de notre étude.

Nous leuravons ensuite demandé s’ils étaient toujours vétérinaires traitants dans ce(s) haras
et s’ils voyaient un inconvénient a ce que nous contactions I’éleveur pour lui proposer de venir
réaliser nos prélévements chez lui.

Enfin, nous avons demandé au vétérinaire s’il avait rencontré des cas de rhodococcose (quelle
gue soitla forme) danslesderniéres années afin de vérifier que notre classement de I’élevage était
toujours valable.

Afin de standardiser notre discours auprés des vétérinaires, nous avons utilisé une fiche
« appel vétérinaire » (Annexe 4 : Guide pour les appels aux vétérinaires traitants).

3.2.2.2. Contactavec les éleveurs

Apres avoir contacté les vétérinaires, nous avons téléphoné aux éleveurs dans |’ordre de la
liste tirée au sort.

Les élevages présumés sains et ceux présumés atteints ont été contactés par deux enquéteurs
différents. Les élevages présumés atteints, dont au moins un poulain mort de rhodococcose a été
autopsié a I’ANSES-Dozulé, ont été contactés par une personne en charge des autopsies au
laboratoire, maitrisant la communication avec ces éleveurs. Les élevages présumés sains ont été
contactés par une autre personne afin de diminuer la charge de travail pour la personne en charge
de la communication avec les haras présumés atteints.

Le contact téléphonigue nous a permis de présenter les objectifs de I’étude et les différents
prélévements que nous effectuerions. Concernantles prélevements d’air, nous avons insisté sur les
mesures de sécurité que nous prenons pour nous assurer que la jument portant le dispositif s’y
habitue (cf. Annexe 1: Guide pour les appels aux éleveurs). Au cours de la discussion, nous avons
redemandé aux éleveurs s’ils avaient des cas de rhodococcose

Apresavoirrecu un premieraccord oral pour la participation al’étude, nous avons envoyé une
lettre résumant le déroulement des préléve ments ainsi qu’un formulaire nous permettant de prévoir
notre passage dans les élevages (Annexe 1: Guide pour les appels aux éleveurs).

Nous avons sélectionné les 20 premiers haras atteints et les 8 premiers haras sains ayant
accepté de participera I’étude. Le nombre de haras dans les deux lots a été calculé avec le Dr Michel
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HENRY-AMAR® a partir de I’étude ayant conduit & la mise au point de la méthode de prélévement
d’air et des résultats obtenus dans un haras atteint et un haras témoin (PHILIPOT, 2012). Cette
répartition nous permettait d’obtenir une puissance statistique suffisante pour comparer les deux
lots entenant compte des résultats de I’année précédente auxquels nous avons rajouté une marge
d’erreur.

3.2.3. Choix de la date de visite dans les élevages

Notre objectif est de nous déplacer quand les conditions météorologiques sont les plus
favorablesal’infection des poulains etal’aérosolisation de Rhodococcus equi, c’est-a-dire quand le
niveau de poussiere est maximal. Afin de cerner correctement les meilleurs jours de prélévement,
nous avons demandé I’aide de I’association régionale de surveillance de la qualité de I’air (Air COM).
Nous avons alors fixé qu’il ne fallait pas qu’il ait plu sur le haras les deux jours précédant notre
passage, ni pendantlajournée de prélévements. D’apres leur expertise, les conditions permettant un
assechementle plusrapidedusol en Basse-Normandie sont des vents de secteur Nord-Est a Sud, ce
qui correspond a une période de beau temps sec dans la région. Nous consultions les prévisions de
charge de poussiére dans|’aira24 et48 heures, surleursite Internet (www.air-com.asso.fr) avant de
contacterles éleveurs. Nous ne nous déplacions que si les prévisionsindiquaient une qualité de I'air

« trés bonne » ou « bonne ».

De plus, avantde nous déplacerdans les haras, nous avons suivi la météo par Internet (sites :
www.meteofrance.com et www.meteo-normandie.fr) afin de nous assurer qu’il n’avait pas plu les 2
jours précédant notre passage dans I’élevage et qu’il ne pleuvrait pas au moment de nos mesures.
Par ailleurs, en prenant rendez-vous partéléphonelaveille ou I’avant-veille de notre passage, nous

demandonsal’éleveursile sol des paddocks et des champs accueillant de jeunes poulains sont secs.

Au début de chaque prélevementd’airen extérieur (environ 20minutes apres le dé marrage du
CIP, le temps de nous assurer que la jument tolérait correctement le dispositif), nous nous
positionnons au point le plus ensoleillé de la zone de prélévement afin de relever les données
climatiques suivantes : lavitesse maximale du vent, la température ambiante et I’humidité de I'air.
Dans lesbox, le relevé des conditions météorologiques se faisaita 1Im70 dusol, al’intérieur du box a
1m50 de laporte d’entrée. Ces trois paramétres nous permettent d’avoir une estimation indirecte de
la mise en suspension potentielle des poussiéres du sol dans I’air. Pour compléter ces informations,
nous notons aussi I’état du sol dans les différentes surfaces de prélévement ( cf. infra).

Le choix de la date de notre passage dans les élevages se fait donc en fonction des
disponibilités des éleveurs et de la météo. Notre objectif est de visiter 20 haras atteints et 8 haras
sains. Nous avons doncdécidé de réaliserdes grappes comprenant 2 a 3 haras atteints pour un haras
sain.

> Le Dr Michel HENRY-AMAR est le médecin responsabledu Centre de Traitement des Données au centre de
lutte contre le cancer Frangois Baclessea Caen.
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3.2.4. Questionnaire épidémiologique rempli avec les éleveurs le jour
des prélevements

Dans chacun des haras visités, nous avons commencé notre journée en remplissant un
guestionnaire épidémiologique avec le responsable du haras. L’objectif de ce questionnaire est
d’avoiruneimage plus précise de lastructure visitée, en particulier concernantles facteurs de risque
principaux décrits pour la rhodococcose du poulain.

La premiére partie du questionnaire regroupe les informations générales sur la structure,
adresse, contact, vétérinaire traitant, date de notre visite. Nous y remplissons aussi la date de
création du haras, la ou les race(s) de chevaux élevés, le nombre de cas par an en 2009, 2010 et
2011, ainsi que les critéeres ayant conduit au diagnostic de ces cas. Nous avons ensuite demandé a
I’éleveur s’il utilise des vaccins contre Rhodococcus equi sur ses pouliniéres et/ou sur les poulains.

La deuxieme partiedu questionnaire concerne les effectifs de chevaux dans le haras (nombre
total de chevaux, nombre de poulinieres résidentes, nombre de pouliniéres de passage, nombre de
poulains résidents, nombre de poulains de passage, nombre d’étalons et nombre de chevaux de plus
d’unan hormis les chevaux pour I’élevage). Dans cette partie, nous nous informons aussi de la STH
(Surface Toujours en Herbe) consacrée aux chevaux (zonesurlaquelle les chevaux vont paturer) et la
STH consacrée aux juments eta leur poulain. Nous avons relevé le nombre de personnes travaillant
sur le haras (en UTH). Enfin nous avons demandé au responsable de situerle taux de remplissage de
sa structure au momentde notre visite parrapporta la capacité d’accueil estimée (capacité d’accueil
non atteinte, atteinte ou dépassée). Nous avons aussi demandé quel était le critéere limitant la
capacité d’accueil le cas échéant (place dans les box, dans les herbages, quantité de personnel).

La troisieme partie du questionnaire traitait de I'introduction d’animauxextérieurs au haras et
le cas échéant de la présence de poulinieres extérieures au haras. Nous avons demandé si une
période de quarantaine est ménagée lors de I’introduction de nouveaux animaux ; si les animaux
n’appartenant pas au cheptel du haras sont mélangés avecles animaux résidents. Enfin, nous avons
demandé si le matériel du haras, les paddocks et les herbages sont partagés entre animaux de
passage et animaux résidents en particulier :

la barre de soufflage : moyen de contention de la jument permettant sa présentation a un
étalon afin de testersilajumentesten période de chaleursansrisque pourles deux animaux
et pour les manipulateurs,

- la barre d’échographie : moyen de contention comprenant une porte fermée derriére la
jument permettantde réaliserle suivietles soins gynécologiques sans risque que la jument
ne tape le vétérinaire,

- La barre d’insémination : méme type que la barre d’échographie mais dans un local dédié a
I’insémination artificielle. Dans de nombreux haras, les mémes installations servent au suivi
gynécologique des juments et aux inséminations artificielles, en revanche dans les haras
élevant des chevaux de race Pur-Sang, I'insémination artificielle étant interdite dans cette
espece, il n’y a pas de barre d’insémination.

- Les herbages,

- Les paddocks,

- Les moyens de transport des chevaux.
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La quatrieme partie du questionnaire regroupe les informations concernant les batiments
d’élevage, asavoirsiles jumentssuitées sontlogées dans des box (logementindividuel) ou dans des
stabulations (logement collectif), sileslogements pour les juments et leur poulain sont séparés des
batimentslogeantlesautres types d’équidés, la position de la fumiere par rapport au batiment des
juments etdes poulains. Pourles haras disposant d’une salle dédiée aux examens gynécologiques,
lesenquéteursjugentde lapropreté de lasalle le jour de leur visite et de la pré sence ou non d’une
aire en terre devant cette salle.

La cinquiéme partie du questionnaire épidémiologique comprenait des informations surla
conduite d’élevage : la répartition en pourcentage des naissances sur les périodes janvier-février,
mars-avril, mai-juin, juillet-ao(t. Nous demandions enfin au responsable du haras s’il contréle la
concentration du colostrum en IgG a la naissance et s’il réalise un dosage en laboratoire des
Immunoglobulines dans le sang des jeunes poulains.

Le questionnaire comprend aussi desinformations concernantles surfaces surlesquelles nous
avons réalisé nos mesures que nous détaillerons plus loin.

A la fin de chaque journée de prélevement, les enquéteurs jugent s’ils trouvent que
I’environnement des poulains est poussiéreux on non.

Au début de I’'année 2013, nous avons recontacté par téléphone tous les haras dans lesquels
nous nous sommes déplacés, afin de leurdemander si entre le jour de notre visite etlafinde I’année
2012, ils avaient observé un cas ou une suspicion de cas de rhodococcose, si oui, nous leur avons
demandé quels examens ont permis d’établir le diagnostic, quel a été le traitement mis en place et
I'issue de la maladie.

3.3. Protocoles de prélevements

3.3.1. Prélevements d’air dans I'’environnement des poulains

Notre objectif est de quantifier les bactéries Rhodococcus equi présentes dans
I’environnement et pouvant étre inspirées par les poulains. Pour cela, nous avons recherché un
appareil qui puisse étre porté parle poulain ou parsa mére dansle champ, le paddock et le box pour
chaque élevage. Par ailleurs, nous avons cherché un appareil dont le mode de récolte préserve la
viabilité des bactéries afin de permettreleur mise en évidence par culture, de retour au laboratoire.
L’échantillon prélevé doit se rapprocherau mieux de celui pouvant étre inspiré par le poulain (débit
d’air, taille des particules...).

3.3.1.1. Comparaison des différents types de collecteurs d’air.

Différents types de collecteurs de micro-organismes dans I'air existent. Sont retrouvés
principalement trois types de fonctionnement :

- La méthode parimpaction :I’airestaspiré directement surune boite de Pétri, les bactéries se
déposent alors par impaction sur la gélose. Cependant ces modeles présentent plusieurs
inconvénients :
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o Larrivée frontale des bactéries sur la gélose diminue leur vitalité et empécherla
croissance des colonies ;

o Lairestaspiré atravers une grille, les bactéries se retrouvent donc principalement
surtout en regard des trous de la grille, il y a donc rapidement un risque d’avoir
plusieurs bactéries de souches différentes qui vont croitre au méme endroit sur la
gélose. Par ailleurs, on estime que pas plus de 400 UFC différentes ne vont pouvoir
croitre sur une boite de 90 mm de diamétre. Il y a alors rapidement un risque de
« saturation » de la gélose : pour une colonie observée sur la boite de Pétri, on
estime qu’ilya98 % de chances qu’il y aitentre 0 et 3 colonies qui se sont déposées
(Loi discréte de Poisson) (GORNER et al., 2006). Pour contourner cet obstacle, nous
aurions pu envisagerde diminuerle temps de prélévement ; cependanten limitant le
tempsde prélevement, la sensibilité de détection diminue pour des germes moins
concentrés dans l’air ;

- La méthode par filtration : L'air est aspiré et passe dans une succession de filtres dont les
mailles sont de plus en plus serrées qui retiennent chacun une taille de particules ;

- La méthode par « impigment » utilisée dans le CIP 10-M, les bactéries sont immédiatement
collectéesdansle liquide présent dans lacoupelle qui est mis en culture immédiatement au
retour au laboratoire. La concentration maximale mesurable avec cette méthode est
guasimentillimitée caril est possible de réaliser des dilutions du milieu de collecte (dilutions
a 10°, 107, 107 systématiquement réalisées pour chaque prélévement de notre étude).
Cependantle passage de I’airle long du liquide entraine son évaporation progressive, surtout
pendant les mois d’été secs et chauds. Lors de la pré-étude de 2011 (PHILIPOT, 2012), nous
avons fixé le temps de prélévement a 1h30, a un débit de 10L/min ; ceci nous est apparu
comme le meilleur compromis entre estimation de I’exposition et quantité de liquide restant
suffisante. Toutefois, au cours de nos prélevements, nous noterons systématiquement la
guantité de liquiderestant danslacoupelle au retour au laboratoire pour nous assurer de la
gualité de notre technique de prélévement.

L'étude menée en 2011 au laboratoire de I’ANSES-Dozulé (PHILIPOT, 2012), a comparé
expérimentalement la collecte de Rhodococcus equi dans |’air avec trois appareils de prélevement
d’air différents : le CIP 10M, I’Air Idéal® 3P et la pompe DELUXE. Le CIP 10M (Capteur Individuel de
Polluants version Microbiologie) amontré en conditions expérimentales les meilleures performances
dans l'isolement de Rhodococcus equi, une plus grande facilité de miseen ceuvre du prélévement et
de traitement des préléevements au laboratoire. Dans cette méme étude, le CIP 10M a ensuite été
validé surle terrain dans un haras sain et un haras atteint. Nous avons utilisé le CIP 10M pour notre
étude a plus grande échelle.

3.3.1.2. Appareil utilisé : le CIP 10-M

LE CIP 10 a été développé parlasociété TECORA (France), initialement destiné a la mesure de
I’exposition des salariés aux particules en suspension dans les mines ; le CIP 10 répond aux normes
de qualité EN, ISO, ACCGIH. Le CIP 10-M (Microbiologie) est équipé d’'une coupelle d’échantillonnage
sur liquide pour micro-organismes.

Cetappareil de taille réduite n’est pas bruyant et peut ainsi étre fixé au licol d’'une pouliniére
suitée (c.a.d. suivie de son poulainde |I’année) pendant la durée du prélevement. Nous n’avons pas
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souhaité prendre le risque de fixer|’appareil surles poulains, animaux jeunes et craintifs, beaucoup
plus sensibles au bruit et aux vibrations de I'appareil. Nous avons choisi de fixer I’appareil au licol
d’une jument calme suitée d’un poulain de moins de 6 mois ; lajument utilisée étant choisie par
I’éleveur. Le choix d’utiliser laméere comme porteuse de |’appareil afin d’estimer |I’exposition de son
poulain sejustifie car dans les premiers mois de leur vie, les poulains suivent les déplacements de
leur mere ; de plus les juments utilisées pour la reproduction sont généralement plus calmes et
devraient mieux tolérer la présence de I’appareil.

L'appareil est constitué d’un corps et d’'une téte. Le corps contient la batterie, le moteur et la
carte électronique réglant lavitesse de rotation du moteur. Dans la téte de I’appareil, se trouve une
coupelle rotative contenant le liquide sur lequel les bactéries vont se déposer, enfermée dans un
carter ouvert sur le dessus au niveau de la buse. L'ensemble est protégé par un capot empéchant
I’entrée de grosses particules ou la contamination par la pluie.

Photographie 2 : CIP 10-M avec la coupelle a gauche; sur la photo de droite, le carter de protection et la buse ont été
fixés (GORNER et al., 2006).
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Rotating cup —\

Rotating cup ——
housing (fixed)

\, Body of the

CIP 10-M

Figure 1 : Schéma des éléments composants la téte du CIP-10M (extrait du manuel d'utilisation du CIP, édité par la
société Tecora®)
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Figure 2 : Schéma présentant le principe de fonctionnement de la coupelle rotative du CIP 10M (extrait du manuel
d’utilisation du CIP, édité par TECORA®)

La rotation du moteur entraine la rotation de la coupelle a environ 7000 tours minute, ceci
entraine |’aspiration de I’airautraversde labuse a un débitde 10L/min ; les bactéries présentes dans
I’air entrent donc axialement dans la coupelle au travers de la buse. La force centrifuge créée
projette le liquide surles bords de la coupelle, les particules aspirées suivent un trajet hélicoidal et
sont déposées avec un angle faible surle liquide de collecte ; cette technique a pour avantage de
créer une rencontre entre les micro-organismes et le liquide suivant un angle tres tangentiel et
diminue ainsi le stress causé aux bactéries (GORNER et al., 2006).

3.3.1.3. Efficacité du préléevement des particules en fonction de leur taille
(GORNER etal., 2006).

La mesure de I'efficacité de la collecte de particules dans I’air par le CIP 10-M, a été réalisée
dans untunnel a flux horizontal de faible vitesse. L'appareil utilisé avait un débit d’aspiration de 10
L/min comme dans notre cas et la coupelle avait été remplie de 2,5 mL d’eau distillée stérile.

Pour un diameétre de particules donné, I’efficacité de I’aspiration par la coupelle rotative est
donnée par le ratio entre la concentration de particules dans I’environnement (Cc) et la
concentration de particules entrant dans la coupelle rotative (Co) :

Cc

Ee = .
Co

Toujours pourun diametre de particules donné, I’efficacité de I’échantillonnage est calculée a
partir de la concentration de particules rentrant dans la coupelle rotative (C,) et de la quantité de
particules en sortant (C,) :

Co—C1
Co

Ec=1-
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Figure 3 : Evolution de I'efficacité de la collecte des particules par le CIP 10-M, présentes dans I'air en fonction de leur
taille (GORNER et al., 2006).
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Le rendement de la collecte varie en fonction de la taille des particules. Nous pouvons
comparer différents appareils a I’aide de la D5, : le diamétre de particule pour lequel 50 % des
particules présentes dans|’airambiant sont récoltées par I’appareil. La D5, du CIP 10M est de 1,8um
de diamétre ; a 2,8um de diameétre, 95 % des particules restent dans le liquide contenu dans la
coupelle rotative. Rhodococcus equi mesure environ 65um de longueur.

Dans les études surlaconcentration de Rhodococcus equidans|’airmenées en Australie et en
Irlande (MUSCATELLO et al., 2006), les auteurs ont utilisé le M Air T commercialisé par la société
Millipore. La Dsode cet appareil est de 2,3um (MAINELIS & MAOSHENG, 2004).

Le CIP 10M est donc suffisamment sensible pourrécolter Rhodococcus equidans I’air avec une
efficacité proche de 100 %. L'appareil a un débit d’aspiration de 10L/min, proche du débit
respiratoire des poulains. Cependant notre méthode de quantification de Rhodococcus equi (culture
bactériologique) demande de conserver des bactéries viables aprés récolte et jusqu’au retour au
laboratoire.



3.3.1.4. Estimation de la proportion de bactéries revivifiables apres
prélévement par le CIP 10-M

3.3.1.4.1. Données de la bibliographie sur la survie des bactéries prélevées a
l'aide du CIP 10M (GORNER et al, 2006).

Dans leur étude publiée en 2006, les auteurs ont divisé en deux le liquide restant dans le CIP
10-M (eaudistillée stérile) aprés une période de 150 minutes de prélévement. lls ont mis lapremiére
partie duliquide en culture surdes géloses agar + actidione (contre la croissance des champignons) ;
la deuxiéme partie duliquide de collecte a été traitée avecdu DAPI-fluorochrome (4’,6-diamidino-2-
phenylindole)se fixant surtous les micro-organismes présents (viables ou non), puis dénombrement
sur un microscope a épifluorescence (grossissement x1000) a fond noir.

Figure 4 : Concentration de bactéries cultivables. Les concentrations limites détectables C,, des deux types d'appareils
utilisés sont rappelées (GORNER et al., 2006).
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Figure 5 : Concentration en bactéries totales observées par coloration DAPI. Les concentrations limites détectables Cp
des deux types d'appareils utilisés sont rappelées (GORNER et al., 2006).
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Avec!’utilisation d’eau distillée stérilecomme milieu de prélévement, les auteurs ont montré
une diminution de deuxlog,, de laconcentration en bactéries revivifiables par rapport aux bactéries
totales. Cependant nous n’avons pas dans |’article d’indications sur la conservation du prélevement
avant la mise en culture. Notre protocole prévoit I'utilisation de milieu BHI (Brain Heart Infusion)
pour le préléevementd’air. Devant les résultats de Gorner et al., nous avons mis au point un protocole
permettant d’estimer I'influence du prélevement sur la vitalité de Rhodococcus equi.

3.3.1.4.2. Protocole de vérification de la survie des bactéries mis au point au
laboratoire de ’ANSES-Dozulé

Gorner et al. ontmontré qu’il ya une diminution de la survie des bactéries apres la collecte a
I’aide du CIP-10M en utilisant de I’eau distillée comme milieu de prélevement. Dans notre étude,

nous avons choisi d’utiliser du BHI comme milieu de prélévement, ce milieu comprend des
nutrimentsdans de I’eau distilléestérile. Lors de larotation de I’appareil, le passage de I’air entraine
une évaporation de I’eau contenue dans le milieu, et par conséquence une augmentation de la
concentration des nutriments dans le liquide de prélévement. Ceci peut avoir un effet osmotique
néfaste pour la survie de Rhodococcus equi lors de la mise en culture, d’autant plus que les
prélévements ne sont mis en culture que lors du retour au laboratoire, quelques heures apres la fin
du prélevement.

Nous avons donc élaboré et mis en ceuvre un protocole permettant de tester la survie de
Rhodococcus equidans les conditions de nos prélevements, ainsi que pour vérifierlaconservation du
plasmide de virulence.

Nous utilisons une souche de Rhodococcus equivirulentissue de la souchotheque de I’ANSES-
Dozulé. Apres décongélation d’une cryobille contenant une souche de Rhodococcus equivirulent,
nous mettons les micro-organismes en croissance sur deux géloses Columbia ANC pendant 24 heures
dans une étuve a 37°C. Ensuite nous prélevons deux colonies que nous introduisons dans une
solution de 10mL de BHI pour obtenir une suspension bactérienne. Nous réalisons un
ensemencement de cette solution mére (concentrations 10°, 10,107, 10°), les géloses sont placées
24 heures dans une étuve a +37°C, la solution mere est placée pendant ce temps dans un
réfrigérateura+4°C afinde limiterlacroissance bactérienne. Le lendemain, le comptage des colonies
sur les géloses permet de connaitre la concentration de la solution meére.

Une fois la concentration de la solution mere connue, nous fabriquons une dilution, afin
d’obtenir 10 mL de solutionfille avec une concentration connue de Rhodococcus equivirulent dans
2,5 mL. Nous disposons 2,5 mL de cette solution dans 3 coupelles de CIP stériles.

Lors d’une premiere manipulation, une coupelle sera fixée sur un CIP qui ne sera pas allumé
(témoin), laseconde coupellesera fixée sur un CIP qui sera allumé pendant 30 minutes, la derniere
coupelle serasurun CIP quitournera 60 minutes. Dans ladeuxieme manipulation, une coupelle sera
fixée sur un CIP qui restera sans tourner (témoin), la seconde sur un CIP qui tournera pendant 90
minutes, la derniére sur un CIP qui tournera pendant 180 minutes.

A chaque fois, les trois CIP sont disposés dans une étuve a 25°C (température lors de nos
journées de prélévements,)dontla porte reste ouverte pour permettre une bonne circulation d’air.
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Une gélose Colombia ANC stérile ainsi qu’une quatrieme coupelle contenant 2,5mL de BHI sont
disposés sur le plancher de I’étuve afin de contréler une éve ntuelle contamination par d’autres
germes de I’environnement.

A la mise enroute des CIP, nous réalisons une mesureal’aide du tachymeétre afin de connaitre
la vitesse de rotation de chacun des appareils en suivant la technique utilisée dans notre protocole
de préléevements. Dans chaque manipulation, les appareils sont démarrés au méme moment. A la fin
de la manipulation le liquide présent dans les coupelles est prélevé aprés I’arrét du CIP avec le plus
fort temps de rotation. Les liquides des coupelles de CIP sont mis en culture surdes géloses Colombia
ANC suivant le protocole appliqué aux prélévements réalisés sur le terrain (dilutions 10°, 10,107 et
triplicatas). L'ensemble des géloses ainsi préparées ainsi que celle présente dans I’étuve sont placées
dans une étuve a +37°C pendant 24 heures, le protocole de lecture des géloses d’isolement des
souches de Rhodococcus equitrouvéessurles géloses et de recherche du plasmide de virulence par
PCR est le méme que pour les prélevements réalisés sur le terrain.

Chaque manipulation est répétée trois fois, sur trois jours différents.

3.3.1.5. Protocole de réalisation des préléevements d’air

La premiére étapede notre travail a été de vérifier le fonctionnement des CIP au laboratoire
avant de partir en prélevements surle terrain. Apres un échange avec la société fabricant le CIP 10M
(TECORA®), nous avons convenu que lamesure la plus pertinente pour vérifier le fonctionnement des
CIP était la mesure de la vitesse de rotation des coupelles obtenue aI’aide d’un tachym étre laser.

Au laboratoire, nous avons commencé par vérifier que les 3 moteurs de CIP tournaientala
méme vitesse quelle que soitla coupelle fixée dessus. Pour cela, surchaque appareil nous avons fixé
successivement chacune des 6 coupelles de prélevements dont nous disposions, équipées de deux
bandesréfléchissantes diamétralement opposées, aprés lafixation de chaque coupelle, nous avons
allumé I'appareil, nous avons positionné le tachymétre a 20cm du CIP en nous stabilisantal’aide d'un
support, nous déclenchonslamesure etlisons lavitesse de rotation qui s’affiche sur I’appareil. Nous
avons observé que les vitesses de rotations mettaient environ 2a 3 minutes pour se stabiliser et une
fois la vitesse de rotation stable, nous avons déclenché trois fois de suite la mesure avec le
tachymeétre laser : les vitesses obtenues sont ensuite divisées par deux pour obtenir la véritable
vitesse de rotation de lacoupelle. Alafin des trois mesures, nous avons éteint|’appareil et avons fixé
la coupelle suivante.

Afin de suivre le fonctionnement des appareils au cours de la saison de prélevements, nous
avons décidé de mesurerlavitesse de rotation du moteuréquipé de la « coupelle test »audébuteta
la fin de chaque prélévement d’air. Ayant observé que la coupelle n’influait pas sur la vitesse de
rotation du moteur (Annexe 7: Etude de la variabilité de lavitesse de rotation des CIP enfonction de
la coupelle utilisée), nous avons gardé toujours la méme « coupelle test » équipée de bandes
réfléchissantes, les coupelles utilisées pourles préléevements étaient stérilisées a I’autoclave et nous
ne pouvions pasy laisserles bandes, de plus I’épaisseur des bandes aurait pu géner la rotation une
fois le carter fixé par-dessus la coupelle.

La veille des prélevements, nous préparions au laboratoire sous le poste de sécurité
microbiologique des tubes stériles contenant 2,5mL de BHI (milieu de culture Brain Heart Infusion),
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et nous nous assurions que I’ensemble des coupelles, des buses et des carters étaient stérilisés. Les
appareils sont mis en charge pendant minimum 3 heures la veille au soir du départ.

Dans le haras, nous préparons les appareils pour le prélevement d’air de la maniere suivante ;
afin d’éliminer un éventuel effet du moteur du CIP sur nos résultats, un tirage au sort a été réalisé
pour définir quel moteur (1, 2 ou 3) est prévu pour chaque lieu de prélevement (paddock , box
entrée, box fond, champ). Le tirage au sort a été réalisé en ordonnantal’aide de la fonction Aléasur
Windows Excel® les numéros des moteurs, le premier moteur désigné était affecté au préléevement
dans le paddock, le second etle troisieme étaient respectivement positionnés a I’entrée et au fond
du box ; un nouveautirage au sort parmilestrois moteurs désignait|’appareil utilisé dans le champ.
Nous prenions ensuite au hasard une coupelle stérile, une buse et un carter.

Le moteur est posé sur une surface plane et dégagée afin d’éviter sa chute et les
contaminations. Nous commengons par tester la vitesse de rotation du moteur, a l'aide de la
« coupelle test ». Nous attendons deux minutes le temps que la vitesse de rotation soit stabilisée,
puis nous mesurons la vitesse de rotation a I’aide d’un tachymeétre laser®. La mesure est notée,
I’appareil est arrété. Nous remplacons ensuite la « coupelle test » par une coupelle stérile dans
laguelle nous vidons un tube de 2,5mL de BHI stérile. Le carter est positionné ainsi que la buse.
L'appareil est remis en marche immédiatement cela permet de vérifier qu’il n"émet pas de bruits
anormaux avantde I'approcherde lajument, laforce centrifuge créée parlarotation permetd’éviter
que le liquide sorte de la coupelle.

Nous avons observé en testant chaque coupelle sur chacun des trois moteurs que lorsque la
coupelle n’est pas correctement emboitée sur le moteur, le dispositif vibre et fait du bruit a la mise
enroute. C'est pourquoi, une fois |’appareil monté, nous avons vérifié I’absence de vibrations et de
bruit au démarrage du moteur, avant la fixation sur le licol de la jument.

Pour les prélévements dans le champ et le paddock, I'appareil est ensuite inséré dans une
housse de protection (le Rhodopopus®), puis fixé au licol de la jument choisie a I’aide de deux
lanieres en cuir. La jument estensuitelachée dansle champ ou paddock apres que nous ayons vérifié
avecleresponsable du haras qu’elle n’est pas perturbée parl’appareil et qu’elle peut baisser la téte
pour manger. La jument reste pendant 90 minutes avec |'appareil en marche, un opérateur du
laboratoire reste a proximité pendanttoute la durée du prélévement pour s’assurer de la tolérance
de lajument pour I'appareil et I’'empécher de plonger I'appareil dans I’abreuvoir.

® Lors du déclenchement de la mesure, I’appareil envoie un faisceau laser qui est réfléchi par les deux bandes
présentes surla coupellea chaque fois qu’elles passentdans lefaisceau. La mesure obtenue correspond donc a
deux fois la vitesse de rotation. Nous avons utilisé deux bandes réfléchissantes diamétralement opposées afin
d’équilibrer le poids de la coupelle en rotation.
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Photographie n° 2 : Le Rhodopopus® apres sa confection. Une boucle de plastique permet d’ajuster les laniéres au
plus prés du CIP.

Photographies 3 et 4: Le « Rhodopopus » permet la fixation du CIP10M au licol d’'une jument suitée, sans perturber
I’aspiration de I'air (Courtoisie Damien Philipot).

Pourles prélévements dans le box, nous avons décidéde ne pas fixer les appareils a la téte de
la jument. En effet, |’observation du comportement d’une jument et de son poulain au box, montre
gue la jument passe beaucoup de temps debout, voir la téte sortie du box. En revanche son poulain
esttrés souventcouché surle sol du box. L’exposition aux aérosols du poulain ne peut donc pas étre
estimée par celle de sa mére dans un box. Cette observation est renforcée par le fait qu’aucune
bactérie Rhodococcus equi n'avait été retrouvée dans I'air du box dans I’étude menée |'année
précédente (PHILIPOT, 2012), avec lI'appareil fixé sur le licol de la pouliniere. Nous avons donc
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positionné |'appareil dans une boite de protection posée au sol. La boite de protection a été
construite en bois, puis peinte pour en faciliter le nettoyage; cette protection permet d’éviter un
choc sur I’appareil posé a méme la litiere, le bois évite que les animaux dans le box puissent se
blesser et la boite est largement ouverte en région de la zone d’aspiration de I’air pour ne pas
perturberl’échantillonnage. Les appareils étant immobiles dans le box, contrairement au champ et
au paddock, afin de maximiser nos chances de retrouver Rhodococcus equi dans I’air, nous avons
choisi d’utiliser deux CIP 10M : les appareils chacun dans leur boite sont placés I'un proche de
I’entrée du box, I’autre au fond du box diamétralement opposé au premier. Le prélevement d’air
dure 90 minutes, un opérateur du laboratoire reste a la porte du box pour s’assurer du bon
déroulement du prélévement.

Alafindelapériode d’échantillonnage, I’appareil est récupéré, ramené a la voiture et arrété.
L'opérateur met une paire de gants a usage unique en latex, démonte le carter. A I'aide d’une
pipette, I’opérateurrécupére I’ensemble du liquide restant dans la coupelle et le met dans un tube
stérile dimentidentifié, puis placé dans un bac réfrigéré. Apres avoirenlevélacoupellequiaserviau
prélévement, il remetlacoupelle testsurle moteur, démarre celui-ci et mesure lavitesse de rotation
del’appareil enfinde prélevement. Le boitier du moteur est ensuite nettoyé al’aide d’une lingette
désinfectante et rangé pour la prochaine utilisation.

Nous avons choisi d’utiliser comme milieu de prélévement du milieu BHI liquide dans les
coupelles. Lanorme AFNOR recommande d’utiliser un milieu non nutritif. Cependant au vu du temps
entre la fin du préléevement dans le haras et la mise en culture au laboratoire, les expériences
précédemment menées au laboratoire montrent que Rhodococcus equi ne peut pas étre isolé si on
utilise de I’eau distillée. Nous avons donc choisi ce milieu nutritif en plagant les prélevements dans
une glaciere avec des pains de glace pour inhiber la croissance bactérienne jusqu’au retour au
laboratoire.

3.3.2. Protocoles de réalisation des prélévements de terre

3.3.2.1. Prélevements de terre a l'extérieur

Rhodococcus equi est hébergé dans le sol suite a son excrétion dans les féces des animaux
atteints, mais aussi des poulinieres et des poulains sains. Par temps sec et chaud, le sol émet des
poussieres contenant Rhodococcus equi qui sont supposées étre la source de la contamination des
poulains. Nous avons ainsi complété les mesures de concentration dans|’airavecune recherche de la
concentration de la bactérie dans le sol, afin de déterminer s’il existait une corrélation entre les
concentrations dans le sol et dans I'air ; afin d’étudier des facteurs environnementaux pouvant
influersurlacorrélation entre les concentrations de la bactérie dans |’air et dans le sol, nous avons
aussi réalisé des mesures d’humidité du sol.

3.3.2.1.1. Prélévements bactériologiques

Dans I’étude menée en 2011 (PHILIPOT, 2012), des prélévements de terre ont été
réalisésa plusieurs profondeurs (surface, 5cm , 20 cm et 50 cm) dans un champ et un paddock d’un
haras atteint et un haras sain. Cette étude a montré que les concentrations en Rhodococcus equi
total et virulentalasurface et a5 cm de profondeursont les plus corrélées au statut du haras. Nous
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avons donc conservé le protocole de prélevement de terre a la surface et a 5 cm de profondeur dans
le champ etle paddock en prélevantachaque foisal’entrée, enface de I’abreuvoiretaucentre de la
surface concernée.

A chaque place, un opérateur commence par mettre une nouvelle paire de gants en latex, puis
il gratte la surface de la terre pour récolter une dizaine de grammes de terre. Cet échantillon est
inséré dans un tube Eppendorf® a usage unique, étanche et identifié (numéro du haras, lieu de
prélévement, profondeur Ocm). Un second opérateur creuse ensuite la terre jusqu’a 6 cm de
profondeural’aide d’une tariere a main et retire délicatement I’appareil du sol en prenant garde a
remonter la carotte de terre avec la tariére, puis il retire les 4 cm de terre en haut de la carotte.
L'autre opérateur muni de gants préléeve la terre restant dans la tariére et la met dans un nouveau
tube Eppendorf® dimentidentifié. A I’aide d’un réservoir d’eau, les opérateurs nettoient la tariére
avant de se déplaceraulieude prélévement suivant ; nous n’utilisons pas de substance bactéricide a
cette étape afin d’éviter une rémanence du produit qui nuirait a la viabilité des bactéries pour le
prélévement suivant.

3.3.2.1.2. Prélevements Humidité et pH

Rhodococcus equivirulent est statistiquement plus présent dans I’airquand laterre est a
moinsde 10 % d’humidité (p=0,02). De méme la bactérie virulente est plus présente quand le pH de
la terre est inférieur a 6 (favorise I’expression des génes de virulence) (MUSCATELLO et al., 2006).
Nous avons donc complété nos prélévements de terre avecdes échantillons destinés a la mesure de
I"humidité et du pH.

Ces échantillons étaient prélevés a quelques centimetres du prélevement bactériologique
« centre » du paddock et du champ. A I'aide de latariére, un opérateurcreusait le sol surune dizaine
de centimeétres, I’ensemble de la carotte prélevée est placée dans un pot d’une contenance de 30 clL
environ. Nous prélevons autant de terre que nécessaire pour remplir le pot en totalité afin d’éviter
une évaporation de I’eau contenue dans la terre une fois le pot fermé.

3.3.2.2. Préléevements de surface dans le box

Par analogie avecles prélevements de terre dans le champ et le paddock, nous avons réalisé
des prélevements sur le sol du box. A la fin du prélévement d’air, aprés avoir récupéré les deux
appareilsde collecte, un opérateur mettait une paire de gants a usage unique et dépliait une lingette
stérile imbibée d’eau peptonée fournie parle laboratoire Grosseron. A I'aide du pied nous écartions
la litiere au centre du box afin de dégager un carré du sol du box correspondant a la taille de la
lingette. La lingette était appliquée sur le sol d’un c6té puis de l'autre avant d’étre roulée
délicatement et insérée dans un tube Eppendorf refermé, puis diment identifié.

3.3.3. Déroulement des prélevements dans les haras

Afin de ne pas imposer des horaires trop contraignants pour les éleveurs, ainsi que pour des
raisons de sécurité etde disponibilité du matériel, nous avons choisi de ne nous déplacer que dans
un seul élevage parjournée de prélévement. A ’arrivée dans le haras, les enquéteurs savaient si la
structure visitée appartenait aux élevages sains ou atteints. Nous avons choisi de ne pas réaliser
d’enquéte enaveugle pour plusieurs raisons. Tout d’abord, I’objectif de notre étude est de mesurer
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la concentration de Rhodococcus equidans|’air, ce parametre est totalement objectif, |laméthode de
prélévement étant standardisée. Ensuite, afin de confirmer la présence de cas dans les années
précédentes, une des premiéres questions posées aux éleveurs concernait I’historique des cas en
2009, 2010 et 2011, lesenquéteurs auraientdonceulesinformations surle statutde I’élevage avant
de commencer les prélevements. Enfin pour des raisons de communication avec les éleveurs, vu
I'impact que la maladie peut avoir sur leurs poulains, nous préférions connaitre le statut de leur
haras pendant que nous leur parlions.

Aprés avoir rempli le questionnaire avec |'éleveur nous fixons le premier appareil de
prélévementd’airsurle licol d’une jument qui seraensuite miseen liberté dansle paddock. Pendant
la fixation, nous réexpliquons I’ensemble des mesures de sécurité prises pour assurer le bon
déroulement de la récolte ; nous choisissons en accord avec |I’éleveur le paddock présentant les
conditions optimales pour retrouver Rhodococcus equi dans I’environnement et notamment en
aérosols (présence de cas, grande quantité de poussiéres, paddock utilisé fréquemment pour un
grand nombre de couples jument-poulain différents). Pendant|’heure et demi de prélévement d’air
dans le paddock, nous langons les prélévements d’air et de sol dans un box dans lequel se trouvent
un jeune poulain etsamere, puis nous réalisons les prélévements de terre dans le paddock. Une fois
le prélévement d’air terminé dans le paddock et dans le box, nous récupérons les appareils, puis
récoltons le liquide dans les coupelles et nous nettoyons les appareils. Ensuite nous utilisons une
nouvelle coupellestérile et nous préparons I’appareil pourle prélévement d’air dans le champ. Nous
équipons (en présence du responsable qui est revenu pour attraper la jument dans le paddock) la
jument quiseraenliberté dansle champ pourune heure etdemie de prélevement d’air. Pendant le
prélevement, nous réalisons les préléevements de terre dansle champ. A la fin de cette période nous
récupérons la jument (en présence du responsable), nous enlevons I’appareil et nous récoltons le
liguide de préléevement. Nous quittons I’élevage aprées avoir nettoyé notre matériel, ainsi que nos
chaussures et salué le responsable en le remerciant pour son accueil.

3.4. Traitement des prélevements au laboratoire

3.4.1. Tracabilité des prélevements

Les objectifs de notre systéeme de numérotation des préleveme nts sont de distinguer pour
chaque prélevement I’élevage dont il provient et la surface sur laquelle il a été récolté.

Les élevages ont été numérotés dans I'ordre dans lequel nous les avons visités, nombre
précédé delalettre « H » (pour Haras). Le systéme de numérotation permet|’anonymat des résultats
publiés et permet qu’une fois arrivés au laboratoire de bactériologie, les opérateurs n’aient pas le
statut du haras accessible pendant qu’ils dénombrent les colonies de Rhodococcus equi. Les deux
premiers élevages visités étaient ceux ayant participé a I’étude menée I’année précédente pourla
mise au point de la technique de prélevement dans I’air (PHILIPOT, 2012), ils ont été numérotés TO
(le haras sain) et RO (le haras atteint).

Pendant le chemin de retour de I’élevage, I’ensemble des prélévements est placé dans une
enceinte isolée munie d’un pain de glace afin d’assurer leur refroidissement et de limiter la
multiplication des bactéries entre la fin du prélevement et la mise en culture.
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Les liquides récupéréslors des prélevements d’airsontdilués et ensemencés le jour mémedes
le retourau laboratoire. En fonction du temps disponible, les prélévements de terre sont traités le
soirméme ou dans les 54 heures suivants le retourau laboratoire et conservés a +4°C dans |I’attente
de leur traitement.

Les numéros de lot de I'ensemble du matériel utilisé sont conservés dans les archives du
laboratoire.

Au retour au laboratoire, les boites de culture sont identifiées avec les informations suivantes :
- Numéroduharas : RO, TO, H1-H10,
- Surfaced’ouestissule prélévement (P=paddock, C=Champ, Be=Box entrée, Bf=Box fond),
- Pourlesprélevementsde terre uniquement,
o Lieudu prélevement (Entrée, Abreuvoir, Centre),
o Profondeurdu prélévement (Ocmou 5 cm),
- Pourlesprélevements d’airuniquement,
o Dilution,
o Numérodetriplicata,

- Apreslecture numérotation des souches : (pour PCR et souchothéque),
o Identification du haras,
o Numérode souche (untableau de concordance permetde faire lelienentrele
numéro de souche etle prélévement d’origine).

3.4.2. Mise en culture bactériologique

3.4.2.1. Prélevements d’air

Pour chaque coupelle, nous récupérons la totalité du volume de BHI restant dés la fin du
prélévement, dans les haras. Le milieu est transvasé dans des tubes stériles a I’aide d’une pipette
munie de cOnes stériles ausage unique incluantun filtre afin d’empécher lacontamination du liquide
par I’extrémité de la pipette.

A l'arrivée au laboratoire, sous un PSM (Poste de Sécurité Microbiologique), nous notons pour
chaque prélevement le volume de liquide présent dans le tube.

3 fois 100pL de ce liquide sontimmédiatement disposés al’aide d’une pipette Eppendorf® sur
trois géloses Columbia ANC (triplicata). Nous prélevons ensuite 100uL que nous plagons dans un
nouveautube, dans lequelnous rajoutons 900pL de BHI (dilution au 10™") ; nous prélevons a nouveau
100pL de la dilution obtenue que nous diluons dans 900uL de BHI (dilution au 107%). Pour chacune de
ces dilutions, nous disposons 3fois 100uL sur des géloses Columbia ANC (triplicata). La Columbia ANC
estune gélose ausang (milieu de croissance) auquel sont ajoutés deux antibiotiques actifs contre les
bactéries GRAM-, I’acide nalidixique (Quinolone) et la colistine (Polymyxine).

Nous déplacons ensuitel’ensemble des géloses dans un céne de stérilité obtenu a I’aide d’un
bec benzéne. Al’aide de pipettes rateaux stériles ausage unique nous étalons le liquide présent sur
chaque gélose.
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Le reste de liquide récupéré dans la coupelle est centrifugé a 2000 G pendant 5 minutes. Nous
retirons le surnageant, prélevons le culot a I'aide d’une pipette Pasteur stérilisée et nous
ensemencons une gélose Columbia ANC.

Toutes les géloses ensemencées sont mises aincuberdans une étuve a +37°C pendant 24 heures.

3.4.2.2. Prélevements de terre a l'extérieur

Les prélévements de terre réalisés dans les haras sont stockés a +4°C dans une glaciere
jusqu’au retour au laboratoire. Pour les prélevements qui seront utilisés pour la recherche de
Rhodococcus equi, la basse température permet de limiter la croissance bactérienne dans le
prélévement avant la mise en culture.

Pour chaque prélevement, nous prélevons 1 gramme de la terre contenue dans le tube, que
nous transférons dans un nouveau tube Falcon, celui-ci estensuite rempli d’eau distillée stérile gsp
40mL, en homogénéisant régulierement. Le tube est ensuite diment identifié.

L'ensemble des tubes est placé dans des supports, les maintenant verticalement dans une
étuve a +37°C avec une agitation continue pendant 30 minutes. A la fin de cette période, pour
chaque tube, nous prélevons 3fois 100uL a I’aide d’une pipette Eppendorf®, que nous plagons sur 3
géloses Columbia ANC. Une fois tous les tubes prélevés, nous déplagons les géloses dans un cone de
stérilité obtenu al’aide d’un bec benzéne, auprés duquel nous nous placons pour étaler le liquide
contenu sur chaque gélose a l’aide de pipettes rateaux stériles a usage unique.

Dans la dilution ainsiréalisée, 1 UFC observée surune gélose correspond a 4x10°germes par
gramme de terre.

3.4.2.3. Préléevements de surface dans les box

Les lingettes d’eau peptonnée sontretirées dutube danslequel elles ont été placées aprés le
prélevementdans le box, puis placées dans un tube Falcon® de 50mL, nous ajoutons de I’eau distillée
pour obtenir 40mL dans le tube.

Les tubessontalors placés dans des supports les maintenant verticalement dans une étuve a
+37°C avec une agitation continue pendant 30 minutes. A la fin de cette période, pour chaque tube,
nous prélevons 3 fois 100uL a I’aide d’une pipette Eppendorf®, que nous plagons sur 3 géloses
Columbia ANC. Une foistous lestubes prélevés, nous déplacons les géloses dans un cone de stérilité
obtenual’aide d’un bec benzene, aupres duquel nous nous plagons pour étaler le liquide contenu
sur chaque gélose a I’aide de pipettes rateaux stériles a usage unique.

3.4.3. Lecture des géloses

La premiére lecture est réalisée 48 heures aprés I’ensemencement des géloses. Si aucune
colonie de Rhodococcus equi n’est observée, la boite est replacée a lI’étuve (+37°C) pendant 24
heures ; s’il n’y a toujours pas de colonies, les géloses sont placées sur la paillasse du laboratoire a
température ambiante pendant au moins une semaine, elles sont vérifiées tous les jours. Lorsque des
colonies correspondantal’aspect de Rhodococcus equisont observées (colonies rosées en forme de
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tache de bougie), chaque colonie est prélevée et réensemencée sur une nouvelle gélose ANC afin
d’obtenirune souche pure qui sera ensuite utilisée pour la recherche du plasmide de virulence par
PCR.

L'observation fréquente des géloses permet de compter précisément le nombre de bactéries.
En effet lors de leur croissance, les colonies peuvent se chevaucher voir se masquer rendant leur
dénombrement incomplet, la norme AFNOR NF EN 13098 :2000-12 recommande de dénombrer les
colonies présentes surune gélose, quand lasurface totale des colonies représente moins de 50% de
la surface de la gélose.

NB : Streptococcus equi equi est le germe de la gourme chez le cheval, maladie trés contagieuse et
avec une forte morbidité, les colonies étant facilement identifiables a leur aspect surla gélose. Si nous
trouvons une colonie de ce type dans I'air, nous I'isolerons et nous en informerons I'éleveur.

3.4.4. Calcul du nombre d’'UFC de Rhodococcus equi par unité de
volume d’air.

Nous utilisons la formule extraite de la norme NF EN 13098 :2000-12 permettant le calcul des
UFC a partirdes suspensions liquides obtenues par des échantillonneurs a « impingement » ou des
échantillonneurs afiltre.

C est la concentration, en UFC/m3 d’air
Y ¢ XV0 d est le facteur de dilution a partir duquel la premiére
= V1 (n140,1xn2)d x Va dilution dénombrable a é‘té objcenue .
nl estle nombre de plaquesidentiques danslapremiere
dilution dénombrables
n2 est le nombre de plaques identiques dans la
deuxieme dilution dénombrables
Vo est le volume total de suspension liquide, en mL
Vi estlevolume de I'inoculum appliqué a chaque plaque
de gélose, en mL
Va est le volume total d’air prélevé, calculé a partir du
taux d’échantillonnage et du temps
d’échantillonnage, en métres cubes
>C est la somme de colonies sur toutes les plaques
dénombrées, en nombre d’unité formant colonie

La norme AFNOR 7218 sur la microbiologie des aliments attire notre attention sur
I'interprétation de la répartition des colonies comptées en fonction de la dilution. Il est normal
d’observer plus de colonies sur les géloses ensemencées sans dilution que sur les géloses
ensemencées avec le liquide de préléevement dilué a 10°. En revanche, il arrive que nous ne
retrouvions pas de Rhodococcus equi sur les géloses non diluées alors que I’on retrouve une ou
plusieurs colonies de Rhodococcus equisurles géloses diluées a 10™. Ainsi pour le méme SC obtenu
différemment, la concentration de Rhodococcus equi dans I’air calculée est la méme, mais dans le
second cas le résultat sera a interpréter avec plus de prudence.
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3.4.5. Recherche du plasmide de virulence par PCR

Toutes les colonies de Rhodococcus equi présentes sur chaque boite de culture sont
récupérées, placées dans destubes Eppendorf 1,5mL, avec des cryobilles et un cryoprotecteur, puis
sontstockéesa -80°C. Lorsqu’un nombre suffisant de souches de Rhodococcus equi sont isolées, les
tubes sont décongelés pour I’analyse PCR.

Le protocole utilisé a été mis au point par Monsieur Fabien Duquesne (ANSES-Dozulé), il est
inspiré d’'une méthode publiée en 2005 par Takai et al.. A ’aide de cette technique, nous pouvons
identifier de facon spécifique la protéine VapA qui est codée par le gene vapA présent chez et
uniguement chez les bactéries pathogenes.

Préparation de I’ADN : Pour cette technique de PCR, nous pouvons préparer directement
I’ADN a partir d’'une solution bactérienne lysée par chauffage a +100°C. Une extraction d’ADN
chromosomique n’est donc pas nécessaire. L'ADN préparé peut ensuite étre conservé a -80°C en
attendant son utilisation. Les tubes Eppendorf contenant les souches isolées sont sortis du
congélateur (-80°C), chauffés pendant 10 minutes a +100°C puis centrifugés 1 minute a5 000g. Le
surnageantcomprenant!’ADN, I’ARN, les glucides et les ions est récupéré et placé dans un nouveau
tube Eppendorf de 1,5mL.

Préparation du prémix : Dans des tubes Eppendorf de 25uL ; nous mettons 12,5ul de prémix
commercial « Master Mix ReddyMixAbgene 2x » comprenant tous les ingrédients nécessaires ala
réalisation de laPolymerase Chain Reaction hormis I’ADN (tampon tris-HCL, les acides nucléiques, la
TAQ Polymerase, du MgCl,, du (NH4),SO, et un colorant Tween 2018). Le prémix est manipulé sous
un PSM de classe Il et maintenu en contact avec de la glace, nous ajoutons 8,5uL d’eau ultra pure
stérile et les amorces Rhol (1L soit 10umol) et Rho2 (1uL soit 10umol) toujours sous le PSM. En
dehors du PSM, nous ajoutons ensuite 2uL du surnageant contenant I’ADN.

Amplification : Dans une salle spécifiquement dédiée aux manipulations avec du BET (agent
intercalant), nous positionnons les tubes Eppendorf de 25uL précédemment préparés dans le
thermocycleuretréalisons une dénaturationinitiale a+94°C pendant 5 minutes, viennent ensuite 35
cycles :

- Dénaturation a 94°C pendant 3 secondes,

- Hybridation a +56°C pendant 45 secondes,

- Elongation a +72°C pendant une minute.

Le produit est ensuite conservé a une température de +4°C jusqu’a son retrait de la machine.

Migration sur gel d’agarose : Nous préparons 200mL de gel a 1% d’agarose permettant la
séparation du fragment que nous cherchons a mettre en évidence (563 paires de bases) ; nous
ajoutons 4 gouttes de BET. Avant que le gel ne polymérise, al’aide de 2 ou 3 peignes, nous créons
dans le gel 64 ou 96 puits enfonction dunombre d’échantillons atester. Chaque peigne crée 32 puits
dont un servira pour faire migrer le marqueur de taille, le second sera un témoin négatif et le
troisieme seraun témoin positif ; nos échantillons sont disposés sur les 29 puits restants. Une fois le
gel polymérisé, nous retirons précautionneusement les peignes et disposons le gel sur son support
dans une cuve immergée de TBE 1x. Nous remplissons ensuite les puits avec 10ul (marqueur de taille
100pb, témoin +, témoin -, échantillons). La migration se fait pendant 60 minutes en réglant le
générateur a 85V/1h.

Révélation : Une photographie du gel est prise dans le « Gbox », puis imprimée pour
interprétation.
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Photographie 5 : Résultats de la PCR aprés révélation par la « Gbox » (Courtoisie Corinne Sevin, ANSES-Dozulé).

3.4.6. Mesure de I'humidité et du pH

Pourles prélévements a partirdesquels nous allons déterminer|’humidité et le pH du sol, nous
cherchons a limiter|’évaporation de |’eau contenue dans le prélévement en remplissant au maximum
lestubes, puis enles mettantau froid pourlesacheminer au laboratoire. Les préléevements de terre
sont traités dans les 54 heures suivant le retour au laboratoire au maximum.

3.4.6.1. Détermination du taux d’humidité de la terre

A partirdu préléevementréalisé au milieu de lasurface, dans lequel tous les brins d’herbe et les
cailloux ont été retirés, nous prélevons un échantillon de 10 a 30 g que nous plagons dans une
balance a humidité modele PMB 202. Cette balance pése I’échantillon inséré, puis a I’'aide d’un
systeme infra-rouge chauffe I’échantillon entrainant I’évaporation de I’eau qu’il contient jusqu’a
stabilisation du poids. Le rapport entre la perte de poids et le poids de I’échantillon au départ permet
ala balance de calculer automatiquement le pourcentage d’humidité.

3.4.6.2. Détermination du pH de la terre

A partirdu prélevementréalisé au milieu de lasurface, aprésavoirretiré I’ensemble des brins
d’herbe présents, nous avons fait sécher 40 g de terre a température ambiante, inférieure a +40°C.
Lorsque la terre est suffisamment séche, nous|’avons tamisée, puis nous avons inséré 10 g de terre
tamisée dans un tube a usage unique contenant 25mL d’eau, dont le pH est supérieur a 5,6. Nous
avons agité le tube pendant une heure a une température de +20°C +/-2°C, laissé ensuite reposer
pendant 30 minutes avantde mesurerle pH. Enfin, nous avons mesuré le pHde |’échantillon a |'aide
d’un pH-métre préalablement étalonné.
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3.5. Méthodes utilisées pour I'analyse statistique

La base de données Excel® comporte 12 lignes et 142 variables (cf ANNEXES 9 a 16:
Présentation des résultats).

Les donnéessontreprésentées al’aide d’'un ensemble de parametres et de graphiques simples
(nuages de points, box plot, diagrammes en batons). Par ailleurs des tests statistiques non
paramétriques ont été effectués (test de Fisher et de Mann-Whitney). Le seuil de significativité choisi
estde 0,05 pourtous lestests statistiques de I’étude. Ces tests permettront de mettre en évidence
une différence significative ou non entre les élevages témoins et les élevages atteints.

Le testde Fishera été effectué pourtesterl’indépendance entre les variables qualitatives. Ce
test s’utilise lorsque les effectifs sont faibles. L’hypothése nulle que I’on veut tester est : « les
variables ne sont pas indépendantes »

Le test de Mann-Whitney a été réalisé pour les variables quantitatives entre les lots non
appariés. Le U de Mann-Whitney (comparaison des médianes) testel’hypothése que les distributions
sous-jacentes aux deux groupes sont les mémes (hypothése nulle).

Le testde Wilcoxon a été réalisé pour les variables quantitatives entre les lots appariés. Le U
de Wilcoxon (comparaison des médianes) teste I’hypothése que les distributions sous-jacentes aux
deux groupes sont les mémes (hypothéese nulle).

L'analyse des résultats a été effectuée a partir de plusieurs logiciels statistiques : Epi Info®,
Excel® et complément StatEL pour Excel®.
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4. Résultats

4.1. Description de I'échantillon

4.1.1. Déroulement et résultat du recrutement des haras

Au débutdel’enquéte, nous avons constitué a partir des données fournies par le SIRE la liste
desélevages déclarant plus de 15 naissances de poulains par an en 2011. Puis nous avons croisé ces
données avec celles de la base de données des autopsies réalisées dans I’unité épidémiologie et
anatomie pathologique de I’ANSES de Dozulé pour classerles élevages ayant déja envoyé un poulain
dontl’autopsie etl’examen bactériologique complémentaire ont conclu a une forme pulmonaire de
rhodococcose entre 2005 et 2012. Nous avons ainsi une liste d’élevages « sains » et d’élevages «
atteints ». Nous avons ordonné de maniére aléatoire les élevages dans deux listes. Ensuite, nous
avons vérifié cesdonnées aupres du vétérinairetraitant de chaque haras afin d’éliminer les élevages
gue nous considérions sains mais dans lesquels il y a eu des suspicions de rhodococcose et vérifier
gue les haras que nous classions atteints I’étaient toujours. Enfin nous avons contacté les éleveurs
dans I'ordre aléatoire défini précédemment ; les élevages « sains » etles élevages « atteints » ont été
appelés par deux personnes différentes.

Sur les 113 élevages ayant plus de 15 naissances par an en 2011, et pour lequel aucune
autopsie concluant a une forme de rhodococcose n’avait été réalisée a I’ANSES, nous avons
recherché le vétérinaire traitant des 42 premiers. Sur ces 42 élevages supposés « sains », nous avons
pu trouverle nom du vétérinaire traitant dans les archives du laboratoire pour 33 élevages. Sur ces
élevages, I"appel au vétérinaire a conduit aI’élimination de 9 haras, pour lesquels le vétérinaire a
déjafortementsuspecté ou diagnostiqué une forme de rhodococcose. Un haras a été éliminé car il
élevait uniquement des poneys de race Shetland. Sur les 24 élevages « sains » restants, trois haras
étaient injoignables par téléphone, deux éleveurs ont refusé que nous venions et deux nous ont
indiqué des cas qui n"avaient pas été rapportés par le vétérinaire traitant (pour le premier, un cas
datant de I’année précédente ; pourle second, un cas survenu quelques jours apres que nous ayons
contacté I’éleveur). Un autre élevage nous a annoncé rencontrer de nombreux cas depuis quelques
annéesetnousa fait part de sa grande motivation et de sadisponibilité pour nous recevoir ; aprés un
examen approfondi des examens complémentaires réalisés, nous avons convenu que cet élevage
comprenait les preuves suffisantes pour étre considéré atteint, nous lui avons alors proposé de le
recontacter a la fin de notre période de prélévement si nous avions encore du temps pour nous y
rendre, c'est le dernier élevage que nous avons visité (H10) (voir figure 6).

Parmiles 30 élevages ayant plus de quinze naissances paran et ayantenvoyé un poulain mort
de rhodococcose pulmonaire en autopsie al’ANSES-Dozulé, nous avons trouvé une correspondance
avec un vétérinaire référent pour 29, et tous nous ont été confirmés comme ayant des cas par les
vétérinaires que nous avons contacté. Un vétérinaire a demandé a ce que nous ne contactions pas
lesdeux élevages de saclientéle présents sur notre liste. Un Haras a changé de propriétaire I'année
précédente, nous ne I’avons pas contacté car les méthodes d’élevages ont pu changerentre I’époque
ou les cas de rhodococcose pulmonaire se sont déclarés et le moment ol nous serions allés réaliser
nos prélévements. Un élevage arefusé de nous recevoiraprés notre entretien téléphonique. Pour 3
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élevages, ladiscussion avecle vétérinaire traitant oul’éleveur nous arévélé qu’il n’y avaiteu que tres
peude poulains atteints etaucun cas danslestrois derniéresannées, ces élevages ont été placés en
finde liste afinde ne nousy déplacer que si nous avions encore le temps. Parmi les élevages atteints
restants, nous avons pu visiter six haras atteints (les autres haras étaient soient injoignables, soit
nous n’avons pas pu nous y rendre a cause des conditions météorologiques).

Figure 6 : Récapitulatif de la communication dans le recrutement des élevages.

113 Haras « sains » 30 élevages « atteints »
e Objectif : 8 haras e Objectif: 20 haras
- appel des 42 premiers de la liste e 1dont le vétérinaire référent d’apres
 9sans correspondance de vétérinaire la BDD ANSES-Dozulé n’y exerce plus
référent dans la BDD autopsies ANSES- ® 29 ont un vétérinaire référent dans la
Dozulé BDD ANSES-Dozulé
* 33 avec correspondance vétérinaire e Refus d’'un vétérinaire de contacter
référent les 2 élevages de sa clientele
¢ 9éliminés car suspicion ou présents sur notre liste
diagnostic par le vétérinaire ¢ 1 haras éliminé car changement
e 24 toujours « sains » aprés appel du récent de propriétaire
vétérinaire ¢ 1 refus par le responsable du haras
* 3 ne répondent pas ¢ 3 haras avec peu de cas
e 2 refusent de participer * 97777
e 1 éliminé car éleve des poneys e 13 VISITABLES
Shetland e 5 visités
* 3 nous annoncent des cas dont le e 9 n‘ont pu étre visités car pas de
vétérinaire n'a pas parlé date possible entre disponibilité
e 2 éliminés éleveur et météo.
¢ 1 avec de nombreux cas bien
documentés - H10
¢ 15 volontaires pour participer

4.1.2. Chronologie des séances de prélevements

Le climat de I’été 2012 ayant été trés défavorable, nous n’avons pas pu visiter le nombre de

haras que nous avions prévu au début de notre travail, I’interprétation de nos résultats sera donc
limitée par le nombre d’élevages.

Nous avons visité 11 élevages de chevaux en Basse-Normandie entre le 30 mai et le 24 ao(t
2012. Parmi cesélevages, en début de saison de prélévements, nous avons commencé par retourner
dans lesdeux haras visités|’année derniére pourlamise au pointde laméthode : un haras sain et un
haras rencontrant chaque année des cas de pneumonies dues a Rhodococcus equi (PHILIPOT, 2012),
encommencant par le haras sain. Ces deux visites avaient pour but d’harmoniser nos protocoles de
prélévements dans deux structures connaissant déja le fonctionnement de nos appareils et de
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comparerlesrésultats surdeux années consécutives. Nous sommes ensuite allés dans 9 haras dans
lesquels aucune mesure de la concentration en Rhodococcus equi dans |'air n’avait été faite
auparavant ; 3 haras sains et 6 contaminés suivant les critéres définis précédemment (cf.3.1.1.1).
Enfin, noussommesretournés enfin de saison compléter nos mesures dans le haras contaminé visité
pour lamise au pointde la technique, car il répondait al’ensemble de nos critéres d’inclusion pour
I’étude en cours.

Le choix de la date de notre passage dans les élevages se faisait en fonction des disponibilités
des éleveurs et de la météo (cf. supra). Notre objectif était de visiter 20 haras atteints et 8 haras
sains. Nous avions donc décidé de réaliser des grappes comprenant 2 a 3 haras atteints pour un
haras sain. Cependant les disponibilités des éleveurs etles conditions météorologiques ont rendu ce
fonctionnement impossible.

Aprésétre retournés visiter les haras de I’étude de I’année derniére, nous avons commencé
notre premiere grappe enincluant 3 haras atteints (H1, H2 et H3) puisunharas sain (H4), a cause des
conditions météorologiques, cette premiere grappe s’est échelonnée sur un mois (du ler au 29juin
2012). Ensuite, toujours a causes des précipitations, nous n’avons pu retourner dans des élevages
gue le 23 juillet 2012. Suivant les disponibilités des éleveurs, voulant optimiser la fenétre
météorologique que nous avions, nous avons choisi de visiter deux haras sains a la suite (H5 et H6) le
lundi et le mardi, pensant enchainer 3 haras atteints du mercredi au vendredi, nous avons pu nous
déplacer comme prévu le mercredi et le jeudi (H7 et H8), mais un orage local nous a empéchés de
terminer notre grappe le vendredi. Au mois d’Ao(t de nombreux éleveurs de notre liste n’étaient
plus disponibles envue de la préparation des ventes aux encheres et du sevrage des poulains, nous
nous sommes déplacés deux fois le 10 aolt (H9) et le 24 ao(it 2012 (H10).

4.1.3. Présentation des élevages visités

Nous allons maintenant réaliser une étude descriptive des haras que nous avons visités durant
I’année 2012 par rapport aux facteurs de risques décrits dans la bibliographie.

4.1.3.1. Historiquedes cas derhodococcose

Nous commencons par étudier I’historique des cas de rhodococcose pulmonaire sur les
poulains entre les années 2009 et 2012. Le nombre de cas chaque année entre 2009 et 2011 nous a
été communiqué par I’éleveur lorsque nous complétions le questionnaire en début de journée de
prélevement. Pour I'année 2012, nous avons rappelé chaque éleveur a posteriori, c’est a dire au
début de I'année 2013 pour lui demander s’il avait eu des poulains atteints.
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Tableau 5 : Historique des cas de pneumonie a Rhodococcus equi communiqués par I’éleveur au cours des trois années
précédentes. Les cas 2012 ont été recensés par contact téléphonique entre janvier et février 2013. *Les valeurs de la
colonne «Approximation de la prévalence » ont été calculées a titre indicatif en réalisant la somme des cas depuis 2009,
divisée par 4 et par le nombre de naissances en 2012.

id_haras Statut Statut_modifie cas_2009 cas_2010 cas_2011 Cas_2012 /’\pprox
prévalence*
TO TEMOIN TEMOIN 0 0 0 0 0%
RO ATTEINT ATTEINT 4 8 8 2 15%
H1 ATTEINT ATTEINT 0 10 2 0 14%
H2 ATTEINT ATTEINT 10 3 1 2 5%
H3 ATTEINT ATTEINT NR 2 1 0 3%
H4 TEMOIN SPORADIQUE 0 0 0 1 1%
H5 TEMOIN TEMOIN 0 0 0 0 0%
H6 TEMOIN TEMOIN 0 0 0 0 0%
H7 ATTEINT SPORADIQUE 2 0 0 0 1%
H8 ATTEINT ATTEINT 1 1 1 0 3%
H9 ATTEINT ATTEINT 4 8 8 2 15%
H10 ATTEINT ATTEINT 3 4 3 1 8%
TOTAL | e 36 24 8 |

En 2012, un cas de pneumonie due a Rhodococcus equi est survenu dans un haras sain (H4).
Aucun cas n’avait été rapporté depuis que I’éleveur s’était installé dans cet élevage en 2001. Il y a
deschevauxsur ces terres depuis 1937. Le poulain atteint a développé une hyperthermie (39,5°C),
et une détresse respiratoire a I’age de 2 mois. La numération formule sanguine montrait une
leucocytose neutrophilique associée a une hyperfibrinogenémie. L'échographie pulmonaire a permis
de mettre en évidence laprésenced’un abcés pulmonaire volumineux a droite ; Rhodococcus equi a
étéisolé apartir d'un prélevement des voies respiratoires (Lavage Trans-Trachéal). Apres 3 semaines
de traitement antibiotique spécifique contre Rhodococcus equi (association rifampicine et
clarithromycine), I’état du poulain s’est nettement amélioré etl’abcés pulmonaire a diminué de taille
au contrble échographique ; le traitement a duré au total 5 semaines. Ces données cliniques
correspondent aux critéres de définition des cas que nous avons précédemment décrits et nous
permettent de considérer que ce poulain a bien développé une pneumonie due a Rhodococcus equi.
Ce haras ne peutdoncplus étre considéré comme sain pourl’année en cours. Le poulain est né d’une
mere de 15 ans dontaucun des poulains précédents n’avait montré de signede rhodococcose, le test
du colostrum de la mére par réfractométrie (Colotest ®) a montré une teneur médiocre en
immunoglobulines. Le poulain et sa mére vivaient dans un champ de 5 hectares avec 3 autres
pouliniéres suitées au moment ol les symptémes sont apparus.

Dans I’élevage H7, les derniers cas ont été rapportés en 2009 (2 poulains atteints sur environ
40 naissances). Ceci nous a conduits a nous interroger sur la pertinence de classer cet élevage
comme atteint.

Afin de comparer un lot de haras sains et un lot de haras atteints, nous avons décidé d’en
retirerles haras H4 et H7 dontle statut ne peut étre défini avec certitude. Nous avons regroupé ces
deux élevages dans une nouvelle catégorie de haras présentant des cas « SPORADIQUES ». Le lot
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« Témoin » est maintenantcomposé de 3 haras, le lot « Atteint » de 6 haras et le lot « Sporadique »
de 2 haras.

A partir de cette classification, nous pouvons comparer le nombre de cas par année dans les
haras « ATTEINTS » de notre échantillon, depuis 2009.

Figure 7 : Nombre de cas de rhodococcose pulmonaire dans les élevages atteints de notre échantillon pour les années
2009, 2010, 2011 et 2012.
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Pour chaque année entre 2009 et 2011, nous comparons le nombre de cas présents dans les
haras « ATTEINTS » de notre échantillon avecle nombre de cas pendant|’année 2012. Nous utilisons
le test de Wilcoxon pour chaque comparaison. Les effectifs sont trop faibles pour admettre une
distribution normale de la somme des rangs, nous nous reportons donc directement ala table de
Wilcoxon, lavaleurlimite a5% est0, la plus petite somme desrangs calculée est inférieure ou égale
alavaleurlimite. On peutdoncrejeter|'hypothése nulleavecunrisque d’erreur p<0,05 pour chaque
année 2009 a 2011 comparée a I'année 2012. Pour chaque année entre 2009 et 2011, comparée
avec I'année 2012, les médianes des 2 séries étudiées sont donc significativement différentes au
risque d'erreur p < 0,05. En admettant que le nombre de naissances dans chaque haras est a peu
pres constant chaque année entre 2009 et 2012, nous pouvons dire gu’il y a eu significativement
moins de cas de pneumonies a Rhodococcus equi dans les élevages atteints de notre échantillon en
2012 par rapport aux années précédentes. Ceci confirme que l'année 2012 était une année
particuliére vis-a-vis de I'infection par Rhodococcus equinotamment du fait des fortes précipitations
qui ont duré du mois de Mai au mois d’Aodt inclus en Basse-Normandie, ce qui a certainement
permis de diminuer la quantité de poussiéres en suspension dans I’air.
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4.1.3.2. Année decréation des haras

Figure 8 : Année depuis laquelle les terres sont utilisées pour héberger des chevaux dans les haras témoins (n=3) et les
haras atteints (n=6).
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Dans notre échantillon, I’année de création médiane des haras témoins est 2006, I’année
médiane de création des élevages atteints est 1978. Parmi les haras sporadiquement atteints, il y a
des chevaux sur les terres depuis 1937 dans le haras H4 et depuis 1981 dans le haras H7.

4.1.3.3. Nombrede chevauxdans les haras visités

En Basse-Normandie, les élevages présentant plus de 15 naissances par an sont plus affectés
par la rhodococcose que les élevages plus petits (TAPPREST et al., 2012). Nous avons construit notre
recrutementen n’incluant que des élevages de plus de 15 naissances paran afinde limiterle biais d{
au nombre de naissances dans la comparaison entre les élevages sains et atteints.

Nous commencons par étudier le nombre total de chevaux présents dans chaque haras pour
avoiruneindication de lataille de lastructure. Le nombre total de chevaux comprend les poulinieéres,
leurs poulains des années précédentes, les animaux al’entrainement sportif, les étalons présents sur
le haras.
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Tableau 6 : Composition des haras visités. Les Haras TO et RO sont respectivement le haras sain et le haras atteint qui
avaient participé a I’étude ayant permis la mise au point de la technique de prélevements (PHILIPOT, 2012) ; le haras H9
correspond au haras RO dans lequel nous sommes retournés en fin de saison. *STH = Surface Toujours en Herbe

3 nbre de .
. . .. année . . STH* dédiée
id_haras Statut_modifie date visite ] race effectif poulains
creation aux chevaux
2012
TO 30/05/2012 1990 PS 50 15 55
31/05/2012 -
RO —-H9 10/08/2012 1892 PS 70 37 50
H1 01/06/2012 1995 TF 100 21 125
H2 20/06/2012 1985 TF 200 80 120
H3 28/06/2012 1982 PS 70 25 72
H4 SPORADIQUE 29/06/2012 2001 TF 160 20 150
H5 23/07/2012 2006 PS 90 35 120
H6 24/07/2012 2008 SF 150 52 35
H7 SPORADIQUE 25/07/2012 1981 TF 220 41 110
H8 26/07/2012 2004 PS 65 24 85
H10 24/08/2012 1996 PS 80 34 70
Figure 9 : Nombre de chevaux dans les élevages témoins et atteints.
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La médiane du nombre total de chevaux est de 90 dans les haras TEMOIN et 75 dans les haras

ATTEINT. Le nombre de haras dans |’échantillon est trop faible pour réaliser un test de Mann-
Whitney. L'élevage atteint H2 présente un nombre de naissances atypique par rapport aux autres
élevages du lot ATTEINT. Les deux élevages de la catégorie SPORADIQUE comprennent 160 et 220
chevaux, ce sont donc deux élevages trés peuplés en comparaison des autres élevages de notre

échantillon.

Apres avoir étudié le nombre total de chevaux présents sur le haras. Nous étudions ainsi la
taille de la population sensible a l'infection par Rhodococcus equi.
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Figure 10 : Nombre de poulains présents en 2012 dans les élevages témoins et les élevages atteints.
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La médiane dunombre de poulains en 2012 dans les haras témoins est de 35 poulains et 29,5
poulains dansles haras atteints. Dans |’élevage H4 il y a eu 20 poulains en 2012, et 41 dans |’élevage
H7. Il ne semble pas y avoir de différence dans le nombre de poulains dans les élevages de notre
échantillon maisle nombre d’élevages étudiés est trop faible pour réaliser un test de Mann-Whitney.
Dans notre échantillon composé uniquement de haras de grande taille (plus de 15 naissances paran),

nous n’observons pas de différence dans le nombre de chevaux ou de poulains entre les haras

témoins et les haras atteints.

4.1.3.4. Surfacedes haras etdensité des poulains

Figure 11 : Surface Totale en Herbe dans les haras témoins (n=3) et les haras atteints (n=6).
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Nous désignons comme la Surface Totale en Herbe (STH) la surface sur laquelle les chevaux
paturent dans I’élevage. La STH médiane dans les haras témoins est de 55 ha et de 78,5 ha dans les

66



haras atteints. Le haras H4 a une STH de 150 ha et le haras H7 une STH de 110 ha. Nous pouvons
noter le cas du haras H6, dans cet élevage, les chevaux évoluent sur les 38 hectares autour des
batiments, plus loin, il y a 35 hectares de marais qui ne sont utilisés que pour la fabrication du
fourrage (foin de prairie). Lasurface totale des haras ne semble pas différente entre les élevages du
lot témoin et les élevages atteints dans notre échantillon, toutefois le faible nombre de haras ne

nous permet pas de réaliser un test statistique.

Certains haras comprennent une activité d’entrainement en plus de I’élevage. Une partie de la
STH est donc utilisée pour les chevaux a I’entrainement ; dans tous les élevages que nous avons
visités, leschevaux al’entrainement etles pouliniéres n’évoluent pas sur les mémes surfaces. Nous
pouvons donc nous intéresser a la surface dédiée aux poulinieres dans les élevages de notre

échantillon.

Figure 12 : STH dédiée a I’élevage dans les haras témoins (n=3) et les haras atteints (n=2).
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La médiane de laSTH dédiée a |’élevage est de 45 hectares dans les haras témoins et 40 dans
les haras atteints. Dans les élevages sporadiques, la STH consacrée aux poulinieres est de 100 ha

dans le haras H4 et 60 ha dans le haras H7.
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Figure 13 : densité des chevaux dans les élevages témoins (n=3) et atteints (n=6) calculée en divisant le nombre total de
chevaux par la Surface Totale en Herbe (STH) du haras
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Parmi les trois haras atteints, le haras H6 présente une densité de chevaux beaucoup plus
élevée que les autres élevages de notre échantillon (3,94 chevaux par hectare) ; cet élevage mis a
part, laplus forte densité observée dans notre échantillon est de 2 chevaux par hectare dans le haras
H7. La boite a moustache correspondant aux haras témoins ne regroupe donc que deux haras (TO et
H5). Le systeme d’élevage dans le haras H6 est unique dans notre échantillon ; les 150 chevaux
présents paturent sur seulement 38 hectares, il y a a quelques kilométres de I’élevage 35 ha de
parcelles uniquement utilisées pour fournir du fourrage (foin de prairie). Dans ce haras, il y a 15
pouliniéres résidentes et 50 pouliniéres de passage au cours de la saison. Les poulains résidents sont
sortisenlot surun herbage de 5 hectares, les poulains de passage sont sortis alternativement sur un
seul paddock proche des batiments d’élevage. Lorsque I’on retire le haras H6, les deux autres haras
sainsont une densité inférieure ou égale a 0,90 cheval par hectare ; parmiles six haras atteints, 4 ont
une densité strictement supérieure a 0,90 cheval par hectare (67 %). Parmi les haras sporadiques, le
haras H4 a une densité de 1,07 cheval par hectare et le haras H7 2 chevaux par hectare.

Dans I’étude épidémiologique réalisée en 2005 par le laboratoire de I’ANSES-Dozulé (TAPPREST
et al., 2012), le seuil de densité des chevaux dans les élevages relié a la présence de cas de
rhodococcose était de 1 cheval par ha (OR=3,50 [1,19 — 10,35] d’étre un haras atteint quand la
densité en chevaux est supérieure a 1,1 CV/ha). Dans notre étude, deux haras témoins sur les trois
visités ont une densité inférieure a 1 CV/ha, trois haras atteints sur les six visités ont une densité
supérieure al,1CV/ha.ll n’y a pas de différence significativedans|arépartition de ladensité dansles
élevages témoins et atteints par rapport au seuil de 1 (Test exact de Fisher, p=0,6).

Plus précisément que ladensité de chevaux, nous pouvons étudier la densité des poulains dans
les haras de notre échantillon.
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Figure 14: Densité des poulains dans les haras témoins (n=2) et atteints (n=6). Le haras H6 n’apparait pas sur ce
graphique en raison de son fonctionnement particulier, la densité des poulains y est de 5,2 par hectare.
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Dans notre échantillon la médiane de densité des poulains est de 0,31 poulain par hectare
dans les haras témoins (sans le haras H6) et de 0,65 dans les haras atteints. Dans I’ensemble des
élevagestémoinsvisités, ladensité des poulains estinférieure a 0,4 poulain/ha ; dans|’ensemble des
élevages atteints visités, ladensité est supérieure 30,5 poulain/ha. ll y a une différence significative
entre les élevages témoins et atteins dans la répartition de la densité des poulains par rapport au
seuil de 0,4 poulain/ha (test exact de Fisher, p<0,012).

4.1.3.5. Nombre de personnel dans le haras et estimation de la capacité
d’accueil

Nous étudions le personnel travaillant sur chaque haras par rapport au nombre total de
chevaux. Le personnel dans le haras en UTH comprend toutes les personnes travaillant avec les
chevaux mais aussi les secrétaires le cas échéant, en considérant que leur travail dégage du temps
pour les autres personnes présentes sur le haras pour les soins des chevaux. La répartition des
employés dans les différents secteurs du haras (entrainement, élevage, entretien des espaces
verts...) est sujette a trop de variations dans certains élevages pour nous permettre de classer les
UTH par secteur, nous nous contenterons donc d’une vision globale de la structure.

La médiane du nombre de chevaux par rapport au personnel travaillant dans la structure est
de 15 chevaux/UTH dans les haras témoins et 15,75 dans les haras atteints. Dans les haras
sporadiques, le haras H4 est un des élevages dont une partie du personnel est exclusivement dédiée
aux animaux d’élevage, il y a deux UTH soit 10 chevaux par UTH ; dans le haras H7, il y a 24 chevaux
par UTH. Il ne semble pasyavoirde différence dans lacharge de travail par personne entre les haras
témoins et les haras atteints de notre échantillon, cependant le faible nombre de haras ne nous
permet pas de conclure (Cf. Figure 15 ci-dessous).
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Figure 15 : Nombre de chevaux divisé par le nombre d’UTH intervenant dans chaque élevage. Témoins (n=3) et atteints

(n=6).
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Lors du remplissage du questionnaire, nous avons demandé a chaque éleveur d’évaluersi sa
structure pourrait accueillir plus de chevaux, si le nombre maximal de chevaux était atteint ou s'il

était dépassé. Nous avons ensuite demandé quel était le critére qui limitait I’accueil de plus

d’animaux le cas échéant (place dans les box, STH, nombre de personnel...).

Tableau 7 : Capacité d’accueil dans les haras de notre échantillon.

id_haras Statut nb_cv cap_accueil critere_limitant_accueil
TO TEMOIN 50 ATTEINTE HERBAGES
H5 TEMOIN 90 NON ATTEINTE
H6 TEMOIN 150 ATTEINTE HERBAGES
H4 SPORADIQUE 160 NON ATTEINTE MAIN D'CEUVRE
H7 SPORADIQUE 220 DEPASSEE HERBAGE

RO - H9 ATTEINT 70 ATTEINTE MAIN CEUVRE

H1 ATTEINT 100 NON ATTEINTE BOXES
H2 ATTEINT 200 ATTEINTE TOUS
H3 ATTEINT 70 ATTEINTE HERBAGES
H8 ATTEINT 65 DEPASSEE BOXES
H10 ATTEINT 80 ATTEINTE BOXES

56 % (6/11) des éleveurs de notre échantillon estiment avoir atteint la capacité d’accueil de

leur structure. La capacité d’accueil est atteinte ou dépassée dans 67 % des haras témoins (2/3) et
dans 83 % des haras atteints (5/6). Il n’y a pas de différence significative entre les haras témoins et
atteints (Testexactde Fisher, p=0,93). Parmiles haras sporadiquement atteints, la capacité d’accueil

n’est pas atteinte dans le haras H4, elle est dépassée dans le haras H7.
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4.2. Etude des principaux facteurs de risque de développement de
rhodococcose pulmonaire dans les élevages de notre
échantillon

4.2.1. Introduction d’animaux extérieurs au haras et mélange avec les
animaux résidents

L'hébergement de poulinieres extérieures n’appartenant pas au cheptel du haras est reconnu
comme un facteurde risque d’apparition de rhodococcose pulmonaire chezles poulains. Nous allons
donc comparer le nombre de haras accueillant des pouliniéres de passage dans notre échantillon.

Tableau 8: fréquence d’introduction de pouliniéres extérieures dans les haras témoins (n=3) et les élevages atteints
(n=6) de notre échantillon.

Introduction pouliniéres

. . NON oui Total
exterieures

TEMOIN (n=3) 33% 67% 100%

ATTEINT (n=6) 33% 67% 100%

Dans notre échantillon, il y a la méme proportion de haras du lot sain et du lot atteint qui
accueillent des poulinieres sur leur terres. Parmi les haras sporadiques, le haras H7 héberge des
pouliniéres de passage ; dansle haras H4, il y a des pouliniéres qui passent sur le haras mais elles ne
viennent que pour la saillie et n’empruntent pas le méme circuit que les poulinieres du haras. Le
parking des visiteurs est a 20 metres de la salle d’insémination, tous les sols entre le parking et
I’insémination sont recouverts d’enrobés et fréquemment nettoyés, les pouliniéres repartent dés
I'insémination effectuée. Nous ne considérons donc pas que ce haras héberge des pouliniéres
extérieures.

Nous pouvons ensuite étudier le nombre de pouliniéres hébergées dans les haras du lot
témoin et du lot atteint.
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Figure 16 : Nombre de pouliniéres extérieures hébergées dans les haras témoins (n= 3) et atteints (n=6).
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La médiane dunombre de pouliniéres extérieures hébergées dans les haras témoins (n=3) est
de 5 ; dans les haras atteints (n=6) la médiane est de 15 poulinieres extérieures hébergées. Dans le
haras sporadique H7, 15 pouliniéres extérieures sont hébergées, dans le haras H4, de nombreuses
poulinieres extérieures passent chaque annéemais elles ne viennent que le temps de I'insémination
artificielleet ne sont pas hébergées sur la structure, a aucun moment elles ne sont mélangées avec
les juments de I’élevage.

En 2005, lors de I’'étude épidémiologique a large échelle réalisée en Basse-Normandie
(TAPPREST et al., 2012), lavaleurseuil dansle nombre de pouliniéres extérieures accueillies dans les
haras était de 20 pouliniéeres, il y avait un fort lien statistique entre les haras accueillant 20
poulinieres ou plus et les haras atteints de rhodococcose (OR=5,93 [2,23-15,78]). Dans notre
échantillon, deux haras témoins sur les trois visités accueillent moins de 19 poulinieres ; 3 haras
atteints surlessix de notre échantillon accueillent 20 pouliniéres extérieures ou plus. Il n’y a pas de
différence significative (Test exact de Fisher, p=0,6).

Lorsqu’un élevage accueille desjuments suitées, le risque de contamination est plus présent
guand les poulains extérieurs sont en contact direct proche avec les poulains de |'élevage
(contamination parles bactéries expirées par un poulain porteur) ou lorsqu’ils sont en contact avec
les crottins d’autres animaux. Dans I’ensemble des élevages visités, les box étaient bien séparés
entre poulinieres résidentes et pouliniéres extérieures, les risques de contamination par contact
prolongé sont les plus élevés lorsque les animaux sont sortis sur les paddocks ou les champs.
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Tableau 9: Fréquence de mélange des poulinieres extérieures et des pouliniéres résidentes sur les champs et les
paddocks dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).

Mélange des pouliniéres extérieures et

. . NON oul Total
résidentes

ATTEINT (n=6) 50% 50% 100%

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

Les paddocks et les champs ne sont pas partagés entre animaux extérieurs et animaux du
haras dans deux des trois haras témoins visités, et dans 3 des 6 haras témoins visités. Vu le faible
nombre de haras, nous utilisons le test exact de Fisher, nous ne pouvons pas rejeter I’hy pothése
nulle avecunrisque d’erreur p<0,05, il semblerait donc que dans notre échantillon, les paturages ne
sont pas plus partagés entre animaux extérieurs et résidents dans les haras atteints par rapport aux
haras témoins. Parmiles haras sporadiques, paddocks et herbages ne sont pas partagés dans le haras
H4, ils sont partagés dans le haras H7. Dans |’étude épidémiologique menée en 2005, le partage des
paturages étaitunfacteurde risque lié alaprésence de cas de rhodococcose dans|’élevage (OR=3,05
[1,20 —7,73]) (TAPPREST et al., 2012).

Les pouliniéres suitées sont en général saillies dans les semaines suivant leur poulinage afin
d’avoirun poulainle plustot possible I’année suivante. Pourlamise alareproduction, les poulinieres
sont manipuléesfréquemment (suivi des chaleurs, soins gynécologiques, insémination...) pendant les
premiéressemaines de vie de leur poulain, c’est-a-dire pendant une période ol le jeuneanimal est le
plus sensible a l’infection par Rhodococcus equi. Pour les soins gynécologiques, nous utilisons une
« barre », ce dispositif permet la contention de la jument, et évite au vétérinaire qui se trouve
derriére lajumentde recevoirun coup de pied. Ce matériel ne peut étre désinfecté ou nettoyé entre
chague animal en raison de la rapidité a laquelle les animaux y passent, mais tous les animaux du
cheptel de reproduction y passent et parfois des animaux extérieurs. C'est donc un endroit ou
Rhodococcus equi peut se transmettre entre animaux. Nous avons donc étudié le partage des
installations médicales entre pouliniéres de passage et résidentes dans les haras témoins et atteints.

Tableau 10 : Fréquence de partage des installations médicales dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6). Par défaut
nous considérons que dans les élevages ou il n’y a pas d’animaux de passage, il n’y a pas de partage du matériel.

Partage des installations médicales NON oui Total
ATTEINT (n=6) 33% 67% 100%
TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

Sur lestrois haras témoinsvisités, il y en a un qui n’accueille pas d’animaux extérieurs (TO) ;
parmi les deux qui hébergent des poulinieres extérieures, il y en a un qui utilise les mémes
installations pour les animaux de passage et animaux résidents (H6). Deux tiers des haras atteints
(4/6) utilisentles mémes installations médicales pourlesanimaux de passage et résidents ; les deux
haras qui n’utilisent pas les mémes installations sont les deux haras qui n’accueillent pas de
poulinieres extérieures. Il n’y a pas de différence statistique entre les haras témoins et les haras
atteints de notre échantillon d’apres le test exact de Fisher (p=0,52). Dans les deux haras
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sporadiques, les poulinieres de passage sont examinées dans les mémes endroits que les pouliniéres
résidentes. Dans |'étude épidémiologique précédemment réalisée, le partage des installations
médicales apparaissait comme un facteur de risque important de développer des cas de
rhodococcose dans I’élevage (OR = 12,66 [3,49 —46,25]) (TAPPREST et al., 2012).

Photographie 6 : Barre de gynécologie.

4.2.2. Mesures de prophylaxie contre la rhodococcose et suivi de la
santé des poulains

De nombreuses techniques de prophylaxiesont utilisées afin d’éviter I'infection des poulains
par Rhodococcus equi, a commencer par la vaccination des pouliniéres et des poulains. Aucun des
haras témoins de notre échantillon n’utilise de vaccination des pouliniéres contre Rhodococcus equi.
Parmi les élevages atteints, les haras H2, H8 et H10 vaccinent les poulains. Le haras sporadique H7
vaccine les poulains depuis 4 ans avec un auto-vaccin fabriqué a partir d’'une souche isolée sur un
poulain mort de rhodococcose et autopsié en 2008.

Les poulains naissant a partir du mois de mai rentrent dansla période de sensibilité (a partir de
1 mois) aumoment ou les conditions météorologiques sont les plus favorables a I’aérosolisation de
Rhodococcus equi, climat chaud et sec en Juin, Juillet et AoQt. Eviter les naissances dites tardives
(entre mai et ao(t) est recommandé pour lutter contre I'infection par Rhodococcus equi dans les
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élevages atteints. Nous allons étudier la présence de naissances tardives dans les haras témoins et
atteints de notre échantillon.

Tableau 11 : Fréquence des naissances aprés le mois de mai dans les haras témoins (n=3) et les haras atteints (n=6).

Présence de naissances

. NON oui Total
tardives

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

ATTEINT (n=6) 17% 83% 100%

Parmi les haras atteints, seul le haras H8 n’a pas de naissances tardives. Parmi les haras
témoins, seul le haras H6 a des naissances tardives ; comme nous|’avons mentionné, le haras H6 est
le seul haras élevant des chevaux de race Selle Francais de notre échantillon. Dans cette race, les
naissances sont souventplus tardives que dans les élevages de chevaux de courses. Ceci s’explique
par le fait que les chevaux de course sont qualifiés pour leur carriere sportive dés I’dge de deux ans,
les éleveurs ont donc intérét a avoir des poulains les plus précoces. En revanche la carriére des
chevaux destinés au saut d’obstacle commence vers 3-4 ans, il y a donc moins d’intérét pour les
éleveursaavoirdes poulains plus précoces de quelques mois. Il n’y a pas de naissances tardives dans
les haras sporadiques (H4 et H7). Il n’y a pas de différence significative dans la fréquence des
naissances tardives entre les haras témoins et atteints de notre échantillon (test exact de Fisher
p=0,23), cependant nous pouvons estimer que nous manquons de puissance statistique au vu du
nombre de haras présents dans notre échantillon. Dans I’étude a large échelle menée en 2005 en
Basse-Normandie, la présence de naissances tardives était statistiguement liée avecla présence de
cas de rhodococcose dans le haras (OR=4,90[1,83 —13,16]) (TAPPREST et al., 2012).

L'immunité des poulains dans les premieres semaines de vie est conférée par le passage
d’anticorps maternels lors de la tétée du colostrum. La concentration du colostrum en anticorps
peut-étre testée parles éleveurs parréfractométrie al’aide d’'un COLOTEST ®. Tous les haras témoins
et sporadiques testent la concentration du colostrum ; 4 haras atteints sur 6 testent la qualité du
colostrum ingéré par le poulain.
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Photographie 7 : COLOTEST® permettant de tester la concentration du colostrum en anticorps (crédit : Coveto ©).

La protection immunitaire des poulains dans les premiers jours de vie peut étre testée
rapidementdansles élevages en dosant les Immunoglobulines présentes dans le sang du poulain a
I’aide d’un test rapide SNAP FOAL®.

Tableau 12 : fréquence de contrdle de la concentration sanguine du poulain en IgG dans les haras témoins (n=3) et
atteints (n=6).

Contréle de la concentration sanguine du poulain

NON oul Total

en lgG
TEMOIN (n=3) 0% 100% 100%
ATTEINT (n=6) 33% 67% 100%

Dans lestrois haras témoins, le controle de la concentration en IgG dans le sang des poulains
estréalisé régulierement. Deux des six haras atteints n’utilisent pas réguliéerement le contrdle de la
concentration en IgG dans le sang des poulains; parmi les quatre autres, trois nous ont
spontanément expliqué qu’ils ne réalisent le contréle dans le sang du poulain que lorsque la
concentration déterminée dans le colostrum étaitinsuffisante. Aucun des deux haras sporadiques ne
contrble la concentration sanguine en IgG sur les poulains. Il n’y a pas de différence de fréquence
entre les haras témoins et atteints de notre échantillon (test exact de Fisher, p=0,5).
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Photographie 8 : SNAP FOAL®, apres avoir déposé un échantillon sanguin du poulain, un indicateur coloré nous indique la
fourchette de concentration des IgG dans le sang du poulain (<400g/L : poulain immunodéprimé | 400-800 g/L : poulain
douteux | >800g/L : poulain protégé). (crédit : www.pharma-animal.com)

4.2.3. Gestion de I'environnement des poulains

4.2.3.1. Qualité de I'environnement des bdatiments d’élevage

Rhodococcus equiest une bactérie ubiquiste isolée dans les terrains sur lesquels paturent des
herbivores. Il estactuellementadmis que I'infection pulmonaire des poulains se fait parinhalation de
poussieres de I’environnement contenant la bactérie. Des techniques de gestion de I’environnement

des poulains sontdoncmises en place dans certains haras afin de limiter |I’exposition des poulains a
la bactérie.

Dans tous les élevages que nous avons visité, les pouliniéres suitées sont hébergées dans des
box. Dans le haras H5, lorsque les poulains sont plus agés, ils sont rentrés le soir dans des
stabulations regroupant une a deux pouliniéres suitées.

Les box des poulinieres suitées sont séparés de ceux des autres chevaux danstousles élevages
visités sauf dans le haras H6. Lors de lI'enquéte menée en 2005 (TAPPREST et al, 2012),
I’hébergement des pouliniéres dans des batiments séparés de ceux des autres chevauxdu haras était
apparu comme un facteur de risque statistiquement lié a I’absence de cas de rhodococcose (OR =
2,91 1,09 —7,94]).

Rhodococcus equi étant émis en grandes quantités dans les feces des chevaux, le fumier
représente une source potentielle d’infection. Nous avons estimé dans chaque élevage visité la
distance en metres séparant la fumiére des batiments d’élevage.
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Figure 17 : Distance entre le batiment hébergeant les poulains et la fumiére dans les élevages témoins (n=3) et atteints
(n=6).
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Dans les trois haras témoins, la médiane de la distance entre la fumiere et les box des
poulinieres est de 50 métres, dans les haras atteints (n=6), la médiane est de 90 metres. Il y aune
trés grande variabilité de ce paramétre dans chacun des deux lots. Parmi les haras sporadiques, dans
le haras H4, la fumiéere est située a I'extrémité du couloir desservant les box, dans le haras H7, la
fumiére est a 500 métres.

Parmilestrois haras témoins, le haras TO et le haras H5 élévent des chevaux de race Pur-Sang
et ne possedent pas de salle d’échographie ; le haras H6 qui héberge des chevaux Selle-Frangais
possede une salle d’échographie, les enquéteurs ont jugé que celle-ci ne présente pas les conditions
d’hygiéne optimale, en particuliertenant ala poussiére quiy était présente lors de notre visite. Tous
les haras atteints visités (n=6) possédaient une salle dédiée aux examens gynécologiques et au suivi
desjuments par échographie, dans tous ces haras, les enquéteursontjugé que lasalle était propre le
jour de leur visite. Les deux haras sporadiques élevent des Trotteurs Francais, le haras H4 posséde
une salle d’échographie propre, dansle haras H7 le suivi échographieest réalisé devant les boxes des
pouliniéres, dans un environnement riche en poussiéres.

Le suivi échographique desjuments estréalisé parle vétérinaire dans tous les élevages visités,
lors du passage du praticien, toutesles juments sontdoncpassées a la suite, accompagnées par leur
poulain. Il y a donc un risque de contamination a cette occasion ou tous les poulains de |’élevage
passent par le méme endroit, en particulier si I’aire d’attente devant la salle d’échographie est en
terre.
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Tableau 13 : Fréquence de présence d’une aire d’attente en terre devant la salle d’échographie dans les haras témoins
(n=3) et atteints (n=6)

Présence d'une aire d'attente en

terre devant la salle d'échographie NON oul Total
TEMOIN (n=3) 100% 0% 100%
ATTEINT (n=6) 50% 50% 100%

Aucundes haras témoins de notre échantillon ne présente une aire d’attente en terre devant
la salle d’échographie. Parmi les six haras atteints visités, 3 possédent une aire d’attente en terre. Il
n’y a pas de différence significative dans notre échantillon (test exact de Fisher, p=0,46), cependant
nous manquons de puissance statistique du fait du faible nombre de haras visités. Dans le haras
sporadique H4, il n’y a pas d’aire d’attente en terre devant la salle ol sont réalisés les suivis et les
soins gynécologiques ; dans le haras H7, les échographies sont réalisées sur une aire bétonnée a
I’entrée des batiments des box, avant d’arriver a cette aire, les juments et les poulains passent par
une aire riche en poussiére.

Lors de I’enquéte a grande échelle menée en 2005 (TAPPREST et al., 2012), la présence d’une
aire en terre devant la salle d’échographies était un facteur de risque trés fortement corrélé ala
présence de cas de rhodococcose dans I’élevage (OR =3,21[1,91 — 18,22]).

A la fin de la journée de prélévement, les enquéteurs ont estimé si I’environnement des
poulains était poussiéreux ou non. L'objectif de cette classification était de présager de la qualité
globale de I’environnement des poulains au cours de lasaison enfonction de I’organisation du haras.

Tableau 14 : Fréquence d’environnement poussiéreux des poulains dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).

Environnement des poulains

iy NON oui Total
poussiéreux

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

ATTEINT (n=6) 33% 67% 100%

Parmi les trois haras témoins visités, seul le haras H5 présentait une grande quantité de
poussiéres dans|’environnement des poulains (dans les boxes, devant les batiments d’élevage, et les
alléesdesservantles patures). Parmiles 6 haras atteints visités, quatre présentent un environnement
poussiéreux pour les poulains, les haras RO-H9 et H8 présentent un environnement de bonne qualité
pour les poulains. Il n’y apas de différence significative entre les haras témoins et atteints (Test exact
de Fisher, p=0,52). Dans le haras sporadique H7, tout I’environnement des poulains est poussiéreux.
Dans le haras H4 sporadique, les poulains sont dans un environnement peu poussiéreux dans leurs
premiéres semaines de vie (box propres en allées recouvertes d’un enrobé fréquemment nettoyé) ;
enrevanche, dés|’arrivée des beaux jours, les poulains sont sortis au champ jour et nuit, ces champs
sont composés d’un paddock en sable comprenant un abri paillé, qui communique avec un champ
d’environ 5 ha.
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L'enquéte épidémiologique réalisée en 2005 (TAPPREST et al, 2012), montre qu’un
environnement poussiéreux pour les poulains est un facteur de risque statistiquement plus retrouvé
dans les haras atteints (OR =3,21[1,28 — 8,08]).

4.2.3.2. Qualité de I'environnement dans les box

Dans les élevages visités, les poulains naissent tous dans des box, ils y restent les premiers
jours de leur vie. Les semaines suivantes, les pouliniéres suitées sont sorties la journée (dans un
paddock ou un champ) et sont rentrées dans les box pour la nuit. Les box sont donc un lieu ol les
jeunes poulains peuvent étre exposés a Rhodococcus equi.

Parmi les haras du lot témoin, dans le haras TO les box sont des pieces cloisonnées jusqu’au
plafond dontlaseule ouverture donne surl’extérieur, dans ces installations, les poulains ne respirent
donc pasl’airvenantdes box voisins, ce qui limite les risques de contagion. Dans le haras H5, les box
des pouliniéres, sontregroupés par 6 dans des batiments (deux rangées de trois boxes); pour chague
box trois cloisons pleines montentjusqu’au plafond du box, la cloison donnant sur le couloir central
est pleine jusqu’a mi-hauteur puis grillagée jusqu’au plafond. Le plafond des box est utilisé pour
stockerdesrouleaux de foin. Dans le haras H6, les box des pouliniéres suitées sont regroupés dans
un hangar; trois cloisons sont pleines, d’une hauteur d’environ 2m50 (ne montant pas jusqu’au
plafond du batiment), la derniére cloison donnant sur le couloir central est grillagée.

Parmi les haras atteints, il y a des box séparés dans les haras RO — H9, H1, H3 et H8. Dans le
haras H2 les box des pouliniéres sont regroupés sous un hangar, trois cloisons sont pleines d’une
hauteurde 2m30 environ, laderniére est constituée par une barriere métallique. Dans le haras H10,
lesbox sontregroupés dans des batiments (4a 10 box par batiment), les parois des box sont pleines
jusqu’a mi-hauteur, puis grillagées jusqu’au plafond.

Dans les haras H4 et H7, les box des pouliniéres sont regroupés dans des batiments dédiés
dontlescloisonssont pleines jusqu’a mi-hauteur puis grillagées. Nous noterons que le haras H4 est le
seul danslequel au moment de notre visite les poulains n’occupaient plus les box. Dans ce haras, les
poulains passent les premiéres semaines de leur vie al’intérieur exclusivement, puis dés que les
conditions climatiques sont favorables, les pouliniéres suitées sont mises dans des champs
comprenant un paddock en sable et un abri paillé.

Dans les haras témoins, la superficie médiane des box de pouliniéres suitées est de 25 m2.
Parmi les haras atteints, la médiane est de 14 m?, le haras H3 représente une valeur atypique avec
desboxde 25 m2. Dans les haras sporadiques, les box des pouliniéres suitées du haras H4 font 25 m?,
puis les abris paillés dans les champs font 80 m? ; dans le haras H7, les box des pouliniéres suitées
font 8 m? en moyenne.
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Figure 18 : Superficie des box dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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Dans tous les haras que nous avons visités, le sol des box est faiten béton. Ce sol est recouvert

de litiere, danstousles harasvisités lalitiére est composée de paille sauf dans le haras sain H5 ou la
litiére est constituée de copeaux. Les enquéteurs ont évalué la propreté de la litiere le jour de leur

visite audébut du prélévementd’airdans le box. En pratique, cette évaluation a eu lieu entre 10h00
et 10h45 dans tous les haras visités excepté dans le haras TO ou I’organisation de notre journée de

prélévement nous a conduits a commencer le prélévement d’air dans le box a 14h27. L’heure de

début de prélevement d’air dans le box laissait donc le temps au personnel des différents haras de

curer les box avant notre mesure si cela était prévu.

Tableau 15 : Etat de la litiere dans les haras du lot témoin (n=3) et atteint (n=6).

Etat de la litiére dans les box

PROPRE  SOUILLE Total

TEMOIN (n=3)
ATTEINT (n=6)

67% 33% 100%
33% 67% 100%

Dans 2 haras sains sur 3, la litiére était propre, dans 4 haras atteints sur les 6 visités, les
enquéteurs ont noté la présence de plusieurs crottins sur la litiere. Il n’y a pas de différence

significative entre les haras témoins et atteints de notre échantillon (Test exact de Fisher, p=0,57).
Dans le haras sporadique H5, la paille présente dans |I’abri du champ dans lequel nous avons réalisé

nos mesures était souillée, dans le box étudié pour le haras H7, la paille était propre.
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Figure 19 : Fréquence de retrait des crottins dans les box dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La médiane de lafréquence de retrait des crottins dans les harastémoins estde 1 jourcontre 5
jours pour les haras atteints de notre échantillon. Cependant vu la variabilité au sein des lots, il est
impossible d’en supposer une différence entre les haras témoins et les haras atteints.

Tableau 16 : Fréquence de retrait des crottins dans la litiere du box quand traité de maniére binaire (au moins une fois
par jour ou moins d’une fois par jour), dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).

Retrait des crottins dans les box

. . . oui NON Total
au moins une fois par jour

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

ATTEINT (n=6) 50% 50% 100%

Parmilesharas du lottémoin (n=3), deux retirentles portions souillées de | alitiere une fois par
jourdans chaque boxe. Dans les haras atteints (n=6), trois retirent les crottins moins fréquemment
gu’une fois par jour. Il n’y a pas de différence significative entre les haras témoins et les haras
atteints de notre échantillon (test exact de Fisher, p=0,6). Dans les haras sporadiques, nous n’avons
pas eu d’informations concernant les boxes dans le haras H4, mais dans les abris des champs, les
crottins sontretirés quand |’éleveurle juge nécessaire ; dansle haras H7, les crottins sont retirés une
fois par semaine.

4.2.3.3. Qualitédel'environnement dans les paddocks

Les premiéressorties des poulains sont réalisées dans des paddocks, les pouliniéres suitées y
sontsortieslesunesapreslesautres ou en petits groupes, ainsi de nombreux poulains de I’élevage
passent sur ces surfaces. Nous avons effectué nos mesures en choisissant avec chaque éleveur un
paddock dans lequel les jeunes poulains sortent chaque année, utilisé dans les jours précédant notre
visite, présentantle plus de poussiéres par rapport aux autres paddocks de |’élevage et dans lequel
des cas sont survenus le cas échéant.
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Nous avonsrelevé lacomposition de lasurface des paddocks dans les élevages visités. Le haras
H1 (atteint) estle seul danslequel le paddock n’était pas en herbe, dans ce haras, le paddock est en
sable assez fin pouvant facilement s’aérosoliser lorsque le temps est sec. Dans I’étude menée en
2005, laprésence de paddocks ensable pourles poulains était trés fortement corrélée a la présence
de cas de rhodococcose (OR =4,97 [1,80-13,72]).

Nous commencons par comparer la taille des paddocks dans lesquels nous avons réalisé nos
mesures et nos prélévements dans les haras témoins et les haras atteints de notre échantillon.

Figure 20 : Surface du paddock utilisé dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La médiane de lasurface du paddock dans lequel nous avons réalisé les prélévements est de
4 500m? dans les haras témoins et de 5 750m? dans les haras atteints. Le nombre de haras étudiés
est trop faible pour réaliser le test statistique de Wilcoxon, cependant il ne semble pasy avoir de
différence marquée entre les haras témoins et atteints. Dans les haras sporadiques, le paddock du
haras H4 a une superficie de 450m? et 4 000m? dans le haras H7.

Une période de repos permet la régénération de I’herbe dans les paddocks et ainsi une
diminution de laquantité de poussieres pouvant s’élever du sol. De plus pendant une période sans
animaux, le sol des paddocks n’est pas ensemencé en Rhodococcus equiparles crottins. Pour chaque
élevage, nous étudions la présence ou |I'absence de période de repos pour les paddocks.

Tableau 17 : Fréquence de présence d’une période de repos pour les paddocks dans les haras visités témoins (n=3) et
atteints (n=6).

Période de repos des paddocks NON oui Total
TEMOIN (n=3) 0% 100% 100%
ATTEINT (n=6) 50% 50% 100%
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Dans les trois élevages témoins visités, une période sans animaux est ménagée pour les
paddocks ; une période de repos des paddocks est présente dans 50% (3/6) des haras atteints. Il n’y a
pas de différencesignificative entre les haras témoins et atteints (test exact de Fisher, p=0,46). Dans
I’élevage sporadique H4, une période de repos est respectée pour les padd ocks, mais pas dans le
haras H7.

Dans I’étude menée en Basse-Normandie en 2005 (TAPPREST et al., 2012), I’absence de
période de repos pour les paddocks et/ou les herbages était un facteur de risque trés fortement
corrélé ala présence de cas de rhodococcose dans |’élevage (OR =3,81[1,81 - 10,38]).

Nous allons maintenant étudier la densité maximale de pouliniéres suitées présentes
simultanément dans les paddocks dans les élevages témoins et atteints.

Figure 21 : Densité des maximales en nombre de pouliniéres suitées par hectare dans les paddocks des haras témoins
(n=3) et atteints (n=6).
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La médiane de densité maximale est de 4,4 pouliniéres par hectare dans les haras témoins
(n=3), et de 4,2 dans les haras atteints (n=6). Dans les haras sporadiques, il y a 20 poulinieres par
hectare dans le paddock du haras H7, il y a 44,4 pouliniéres par hectare dans le haras H5. Cependant
dans ce dernier haras, la situation est particuliere car le paddock communique en permanence avec
un champ de 5 hectares.

L’exposition des poulains a Rhodococcus equi est susceptible d’étre majorée sur les surfaces
comprenant plus de poussiéres, nous allons doncétudierlaprésenced’aires sans herbe parrapporta
la surface du paddock.

Dans les paddocks de tous les élevages témoins et atteints visités, nous avons dénombré entre
2 et 6 aires sans herbes. Dans le haras H1, la totalité de la surface du paddock était dépourvue
d’herbe. Les élevages de notre échantillon sont donctous au-dessus du seuil établi dans|’enquétede
2005 de 1 aire sans herbe. En 2005, les élevages dans lesquels il y avait entre 2 et 4 aires sans herbe
étaient statistiquement plus atteints de cas de rhodococcose (OR =3,33[1,30 — 8,35]).
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Les mesures d’environnement présentées dans les graphiques suivants pour le haras RO-H9
sontles mesures de notre seconde visite (10Ao0t 2012), lors de notre premiére visite, nous n’avions
pas pu récolter Rhodococcus equi en aérosols sur le paddock et nous n’avions pas récolté
d’échantillon pour la mesure du pH et de I’humidité de la terre dans le paddock et dans le champ.

Figure 22 : Médiane de la proportion d’aires sans herbe dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6)
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La médiane de la proportion d’aires sans herbe dans les haras témoins est de 4%, dans les
haras atteints, la médiane est de 8,5% ; il y a une valeur atypique dans le lot des haras atteints : le
haras H1 est le seul haras visité dans lequel le paddock utilisé pour les pouliniéres suitées est
entierementrecouvertde sable. Dans le haras RO —H9, lors de notre visite du 31 mai 2012, il y avait
4% d’aires sans herbe dans le paddock, le 10 Aot 2012, il y avait 10% d’aires sans herbe. Concernant
les haras sporadiques, il y a 90 % d’aires sans herbe dans le haras H4 et 8 % dans le haras H7.

Les enquéteurs ont noté pour chaque paddock la quantité de poussieres s’élevant du sol. La
notation était réalisée sur une échelle de 1 a 5. La note 1 correspond a une absence totale de
poussiéresvisibles al’ceil nu, la note 2 correspond a la présence de quelgues zones poussiéreuses sur
la surface, la note 3 correspond a la présence de poussieres soulevées uniquement par le passage
des animaux, la note 4 correspond a la présence de grandes quantité de poussiére au sol mais
uniquement soulevée parle passage des animaux, la note 5 correspond a la présence de poussiéres
soulevées uniquement par I’action du vent.

Dans le lot des haras témoins et atteints, la médiane de note de poussiére est 2 ; dans le lot
des haras atteints, le haras H2 représente une valeur atypique avecune note de poussiere de 1. Dans
les haras sporadiques, la note de poussiére était de 2,5 dans le haras H4 et 1,5 dans le haras H7.
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Figure 23 : Note de poussiére dans les paddocks des haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La notation de laquantité de poussieredonne une indication de I’exposition des poulains, ainsi
gue de la probabilité de récolter Rhodococcus equi avec le CIP10 M le jour du prélevement
uniquement. Nous avons mesuré I"humidité de la terre dans les paddocks comme indicateur de
I’exposition des poulains sur les jours précédents en admettant que plus la terre est séche, plus la
guantité de poussieres dans |'air sera élevée. Nous avons mesuré I"humidité de la terre sur un
échantillon de terre prélevé entre la surface et 5cm de profondeur au milieu des paddocks. Cette
mesure n’a pas pu étre réalisée dans les haras T0, H1 et lors de notre premieére visite dans le haras
RO-H9 pour des raisons techniques.

Figure 24 : Humidité de la terre dans le paddock pour les haras témoins (n=2) et les haras atteints (n=5). Le lot des haras
témoins ne comprenant que 2 haras pour cette mesure, le maximum non atypique correspond au haras H5 et le
minimum non atypique au haras H6.
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Dans les haras témoins, I’humidité était de 24,10% dans la terre du paddock du haras H4 et
22,00% pour le haras H6. Dans le lot des haras atteints, la médiane de I’'humidité de la terre est de
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22,90%. Dans le haras sporadique H4 nous avons relevé la plus faible humidité de la terre dans le
paddock parmi tous nos prélevements, 7,30% ; dans le haras H7, la terre du paddock avait une
humidité de 24,75%. Le nombre de haras dans les lots témoins et atteints est trop faible pour
permettre la réalisation d’un test statistique.

Le pH ayant une influence in vitro sur la croissance et I’expression du plasmide de virulence de
Rhodococcus equi, nous avons mesuré le pHdans les paddocks ou nous avons fait nos prélevements.
Le pH a été mesuré sur un échantillon de terre prélevé entre la surface et 5cm de profondeur au
centre du paddock. Cette mesure n’a pas pu étre réalisée dans les haras TO, H1 et lors de notre
premiére visite dans le haras RO-H9 pour des raisons techniques.

Figure 25 : pH de la terre dans le paddock pour les haras témoins (n=2) et les haras atteints (n=5). Le lot des haras
témoins ne comprenant que 2 haras pour cette mesure, le maximum non atypique correspond au haras H6 et le
minimum non atypique au haras H5.
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Dans les haras témoins (n=2), le pH est de 6,9 dans le haras H5 et de 7,74 dans le haras Heé.
Dans les haras atteints (n=5), le pH médian dans le paddock est de 7,4 ; dans le haras RO-H9, lors de
notre seconde visite, le pH est de 8,32, dans le haras H2, le pH dans la terre du paddock est de 7,02.
Dans les haras sporadiques, nous avons mesuré un pH de 7,1 dans le haras H4 et 7,67 dans le haras
H7. llne semble pasy avoirde différencede pHdans la terre des paddocks entre les haras témoins et
atteints, cependant le nombre de haras étudié est trop faible pour réaliser un test statistique.

4.2.3.4. Qualité de I'environnement dans les champs

Nous allons maintenant étudier la qualité de I’environnement des poulains dans le champ en
étudiantles mémes parameétres que ceux étudiés dans les paddocks. Pour chaque élevage visité nous
avons choisi enaccord avec |’éleveur un champ servant pour des poulains les jours précédant notre
venue, ayant un maximum de poussiéres par rapport aux autres champs de I’élevage et dans lequel
des cas de rhodoccocose pulmonaire sont déja survenus le cas échéant.
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Nous commencons par étudierlasurface du champ utilisé pourles prélévements. EnlI’absence
de plans précis pour chaque élevage, la superficie du champ était estimée en hectares par les
enquéteurs et le propriétaire.

Figure 26 : Surface du champ dans les élevages témoins (n=3) et les élevages atteints (n=6).
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Dans les élevages du lot témoin, la médiane de superficie du champ dans lequel nous avons
réalisé nos prélévements et de 3 ha, contre 4,5 ha dans les élevages atteints. Le nombre de haras
témoins est trop faible pour réaliser un test de Wilcoxon, cependant il ne semble pas y avoir de
différence de superficie entre les haras témoins et les haras atteints de notre échantillon. Dans
I’élevage sporadique H4, le champ utilisé pour les prélévements a une superficie de 4 ha, le champ
dans I’élevage H7 a une superficie de 4,5 ha.

Nous allons maintenant étudier la présence d’une période de repos pour les champs dans les
haras témoins et atteints.

Tableau 18 : Fréquence de présence d’une période de repos pour les champs dans les haras visités témoins (n=3) et
atteints (n=6).

Période de repos des champs NON oui Total
TEMOIN (n=3) 0% 100% 100%
ATTEINT (n=6) 33% 67% 100%

Dans tous les élevages témoins que nous avons visités, une période de repos est ménagée sur
les champs. Parmi les six haras atteints visités, le haras R0-H9 et le haras H8 ne prévoient pas de
période de repos des champs. Dans les deux haras sporadiques, il existe une période de repos. Il n’ya
pas de différence significative entre les haras témoins et atteints (test exact de Fisher, p=0,5).
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Nous étudions maintenant la densité maximalede poulinieres suitées dans le champ, c’est-a-
dire le nombre maximal de pouliniéres accompagnées de leur poulain présentes simultanément sur
le champ.

Figure 27 : Densité maximale de juments suitées dans le champ dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La médiane deladensitéestde 2,5 jumentssuitées par hectare dans les haras témoins et 1,75
jument par hectare dans les haras atteints. Dans le haras H4, il y a une pouliniére par hectare dans le
champ, dans le haras H7 4,4 juments par hectare.

Tableau 19 : Densité maximale de juments suitées dans les champs par rapport au seuil de 2/ha.

Strictement
Densité maximale de juments suitées dans les Moins de
herbades 2/ha plus de Total
g 2/ha
TEMOIN (n=3) 33% 67% 100%
ATTEINT (n=6) 67% 33% 100%

Dans deux haras témoins surles trois visités, ladensité dépasse 2 juments suitées par hectare,
alorsque dans 4 haras atteints surlessix visités, ladensité dans les champs est inférieure ou égale a
2 juments suitées parhectare. |l n’y a pas de différence significative entre les élevages des deux lots
(test exact de Fisher, p=0,4).

En revanche, en 2005, lors de I’enquéte a large échelle, la présence de plus de deux juments
suitées dans les champs était statistiquement associée a la présence de cas de rhodococcose dans
I’élevage (OR =3,17[1,24-8,09]).

De laméme maniere que dans le paddock, les enquéteurs ont évalué le jour de leur visite la
proportion de zones en terre dans le champ.
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Figure 28 : Proportion d’aires sans herbe dans les champs des haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La médiane de la proportion d’aires en terre est 2 % dans les haras témoins et 3 % dans les
haras atteints; il y a une valeuratypique dansle lot des haras atteints : il y a 10 % d’aires sans herbe
dans le champ du haras H1. Dans le haras atteint RO-H9, la proportion d’aires sans herbe était de 3%
lors de notre premiére visite (31 Mai 2012) et 2 % lors de notre seconde visite (10aolt 2012). Dans le
haras H4, il n’y a pas de zone sans herbe dans le champ, il y a 7% d’aires sans herbe dans le champ
du haras H7. Le nombre de haras visités est trop faible pourréaliser un test de Wilcoxon, il ne semble
pas y avoir de différence entre les haras témoins et les haras atteints de notre échantillon.

Les enquéteurs ont noté le nombre d’aires sans herbe dans les champs dans lesquels nous
avonsréalisé nos prélevements. Lors de notre visite I’ensemble des haras présentait plus d’une aire
sans herbe dans les champs que nous avons étudiés (seuil mis en évidence lors de I’'enquéte a large
échelle réalisée en 2005 en Basse-Normandie (TAPPREST et al., 2012)). Si nous prenons comme seuil
entre 0 et 2 airessans herbe et entre 3 et 5, alors dans les élevages que nous avons visités, il yaun
tiers des élevagessains etuntiers des élevages atteints qui ont entre 0 et 2 aires sans herbe dans le
champ. !l n’ya donc pas de différence entre les haras témoins et atteints de notre échantillon (test
exact de Fisher, p=0,77).

Dans I’enquéte réalisée en 2005, la présence de 2 ou plus d’aires sans herbe dans le champ
était statistiquement associée a la présence de cas de rhodococcose dans les élevages (OR = 3,33
[1,30-8,35]).

Nous étudions I’exposition des poulains aux poussiéres dans le champ le jour de notre visite,
pour cela, lesenquéteurs ont noté laquantité de poussiéres en suspension dans I’airenappliquantla
méme notation que celle utilisée pourles paddocks, la note 1 correspond a I’absence de poussiéres
visibles a l’ceil nu, la note maximale est de 5.
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Figure 29 : Note de poussiére dans le champ des haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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Dans les haras témoins et atteints, lamédiane de lanote de poussiére dans le champ estde 1,
soit une absence de poussieres en suspension dans I’air visibles a I’ceil nu. Dans le haras RO-H9, la
note de poussiére dans le champ était de 1/5 lors de notre premiére visite (31 Mai 2012) et de 2/5
lors de notre seconde visite (10 AoGt 2012). Dans les élevages sporadiques H4 et H7, la note de
poussiere dans les champs est de 1. Il ne semble pasy avoir de différence significative entre haras
témoins et atteints.

Nous étudions I’humidité de laterre prélevée dans le champ le jour de notre visite, au centre
du champ entre la surface et 5 cm de profondeur.

Figure 30 : Humidité de la terre dans le champ pour les haras témoins (n=2) et les haras atteints (n=5). Le lot des haras
témoins ne comprenant que 2 haras pour cette mesure, le maximum non atypique correspond au haras H5 et le
minimum non atypique au haras H6.
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La mesure n’a pas été réalisée dans les haras TO et H1 ainsi que lors de notre premiére visite
dans le haras RO-H9. Dans les haras témoins, I’"humidité de la terre dans le champ est de 21,15 %
dans le haras H6 et 24,10 % dans le haras H5. Dans les haras atteints, |lamédiane de I’humidité est de
21,80 % ; le haras H2 représente une valeur atypique avec une humidité de la terre de 17 %. Parmi
les haras sporadiques, I’"humidité relevée dans la terre du champ est de 30,50 % dans le haras H4 et
20,50 % dans le haras H7. Le nombre de haras étudiés esttrop faible pourréaliser un test statistique.

Nous étudions maintenant le pH dans la terre du champ, sur un échantillon prélevé entre la
surface et 5cm de profondeur au centre du champ.

Figure 31: pH de la terre des champs dans les haras témoins (n=2) et atteints (n=5). Le lot des haras témoins ne
comprenant que 2 haras pour cette mesure, le maximum non atypique correspond au haras H6 et le minimum non
atypique au haras H5.
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La mesure n’a pas été réalisée dans les haras TO et H1 ainsi que lors de notre premiere visite
dans le haras RO-H9. Dans les haras témoins, le pH de la terre du paddock est de 6,86 dans le haras
H5 et de 7,7 dans le haras H6. Dans les haras atteints, la médiane du pH est de 7,58, le haras H2
représente une valeuratypique avecun pH de 7,1. Parmi les haras sporadiques, le pH relevé dans la
terre du champ est de 6,99 dans le haras H4 et 7,7 dans le haras H7. Le nombre de haras est trop
faible pour réaliser un test statistique.
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4.3. Isolement de Rhodococcus equi dans les élevages visités

4.3.1. Estimation de la survie de Rhodococcus equi dans notre
protocole de prélevement avec le CIP10 M

Avant de présenternos résultats d’isolement de Rhodococcus equidans les élevages que nous
avons visités, nous allons exposer les résultats de lamanipulationréalisée a posteriori au laboratoire
afin d’étudier la survie de R. equiapres nos prélevements a I’aide du CIP10 M.

L’étude de survie de Rhodococcus equi apres prélevement al’aide du CIP10 M a été réalisée
deux fois. La premiére fois, nous avons testé trois durées de rotation (0, 90 et 180 minutes) en
mettant dans chaque coupelle le volume de bouillon de culture censé contenir 50 bactéries.

Au vu desrésultats de cette premiére manipulation, nous avons décidé de réutiliser le méme
protocole en diminuant les temps de rotation des appareils. La seconde fois, dans les mémes
conditions d’environnement (étuve ouverte a 25°C), nous avons donc testé deux autres durées de
rotation (0, 30 et 60 minutes) en mettant 150 bactéries dans chaque coupelle au départ. Pour
chaque manipulation, le témoin de 0 minutes correspond a une coupelle contenantle méme nombre
de bactéries que les autres de I’essai, montée surun CIP qui n’est pas mis en marche. Le volume dans
la coupelle est récolté apres I’extinction du dernier appareil en marche.

Tableau 20 : Récapitulatif des essais menés au laboratoire pour tester la survie de Rhodococcus equi dans les conditions
de prélevement d'air.

Temps de Temps de
N°essai  fonctionnement N° essai fonctionnement
du CIP du CIP
0 min 0 min
Essai n°1 90 min Essai n°A 30 min
180 min 60 min
0 min 0 min
Manip;lation Essai n°2 90 min Manipulation 2 Essai n°B 30 min
180 min 60 min
0 min 0 min
Essai n°3 90 min Essai n°C 30 min
180 min 60 min

4.3.1.1. Influence de la rotation de la coupelle sur I'évaporation du BHI qu’elle
contient.

Nous avons observé dans I’étude réalisée en 2012, que le volume de BHI récolté aprés 90
minutes d’échantillonnage est inférieur a celui inséré dans la coupelle au départ. Nos hypothéses
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sontque I’exposition duliquide a I’air ambiant entraine une évaporation de I’eau contenue dans le
BHI et que le flux d’air passantdans la coupelle lors de larotation de celle -ciaugmente |'évaporation
du BHI. Par ailleurs, I’évaporation du BHI pourrait avoir un effet direct sur la survie des bactéries
récoltées : I’évaporation de la partie aqueuse de la solution entraine une concentration des

nutriments quelle contient et doncune augmentation de la pression osmotique qui pourrait conduire
a une déshydratation des bactéries.

Tableau 21 : Volume moyen de BHI (en mL) récupéré. Dans chaque manipulation, le volume a 0 minutes correspond au

volume restant dans la coupelle du CIP non allumé (témoin) récupéré aprés I’extinction du dernier appareil de la
manipulation en cours.

Volume moyen de BHI récupéré

_ ) Témoin 2,1

I\/Ianlplulatlon 90 min 0,4
180 min 0

_ ) Témoin 2,1
Manlpzulatlon 30 min 18
60 min 1,4

Dans chaque coupelle, nous avons mis 2,5 mL de liquide (bouillon contenant les bactéries
complété a2,5 mLavecdu BHI stérile). Nous remarquons que dans chaque coupelle témoin, il reste
2,AmL de BHI apres respectivement 180 et 60 minutes d’exposition a I’air de I’étuve (+25°C), sans
rotation du CIP. L’exposition al’airambiantjoue donc un réle dans |’évaporation du BHI. Cependant
ce réle semble limité, car dans nos conditions expérimentales, la quantité de BHI évaporé est la
méme apres 180 minutes (manipulation 1) et 60 minutes (manipulation 2). Nous allons maintenant
étudier I'influence de la rotation du CIP sur I’évaporation du BHI.

Figure 32 : Volume moyen de BHI récolté en fonction du temps de rotation du CIP10 M en atmosphére contrdlée. Par
défaut la valeur a 0 minute correspond au volume de BHI introduit dans les coupelles en début de manipulation. Toutes
les coupelles ayant tourné 180 minutes ont été constatées vides a la fin de la manipulation.
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Toutes les coupelles pour une méme durée de rotation contenaientle méme volumede BHIl en
fin de manipulation, sauf a 90 minutes de rotation ou les coupelles comprenaient respectivement
0,3, 0,5et 0,4 mL. Pendantles 60 premieres minutes de fonctionnement, lavitesse d’évaporation du
BHI semble suivre une régression linéaire. En revanche entre 60 minutes (temps maximum de
rotation dans la manipulation 1) et 90 minutes de rotation (temps minimum de rotation dans la
manipulation 2), I’évaporation du liquide augmente. Nous ne savons pas expliquer ceci mais il est
peu probable que ce soitlié a une différence d’environnement entre les manipulations 1 et 2, car les
coupelles témoins se sont comportées de la méme maniére entre ces deux manipulations.

Apres 180 minutes de prélevement, toutes les coupelles ont été récupérées vides. Au vu du
montage du CIP (carter opaque au-dessus des coupelles), il ne nous était pas possiblede notera quel
moment le liquide a fini de s’évaporer dans chaque coupelle.

4.3.1.2. Influencedutemps de prélevement sur la surviede Rhodococcus equi
virulent.

Dans la plupart des coupelles témoins, le nombre de bactéries comptées aprées la mise en
culture est supérieur au nombre de bactéries initialement introduites dans la coupelle. Lors de la
manipulation 1, sur les 9 géloses ensemencées avec le liquide issu des coupelles témoins, ilyena
deuxsurlesquelles aucune coloniede Rhodococcus equin’a été retrouvée (une dans I’essai 2 et une
dans I'essai 3).

Dans la manipulation 1, il y a en moyenne 21% de Rhodococcus equien plus dans les boites de
culture par rapport au nombre de bactéries initialement introduites dans la coupelle et 29 % de R.
equien plusdansla manipulation 2.1l n’y a pas de différence significative dans le nombre de R. equi
par coupelle entre ces deux manipulations (test de Mann-Whitney, p=0,86).

Figure 33 : Survie de Rhodococcus equi dans les coupelles témoin lors de la manipulation 1 et de la manipulation 2.
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Nous allons maintenant étudier le pourcentage de survie des Rhodococcus equi mis dans les
coupelles en fonction du temps de rotation de la coupelle.
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Figure 34 : Survie de Rhodococcus equi en fonction du temps de rotation du CIP10 M en conditions expérimentales.
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Le taux de survie est calculé en comparant le nombre de bactéries viables dans chaque
coupelle aprés la rotation (rapport entre le nombre de bactéries sur les géloses, le volume de BHI
ayant servi a ensemencer les coupelles et le volume de BHI présent dans la coupelle) et en le
rapportant au nombre de bactéries initialement introduites dans chaque coupelle.

Nous retrouvons la multiplication des bactéries dans les coupelles témoins. A 30 et a 60
minutes de rotation, le taux de survie médian de Rhodococcus equiest respectivement de 80 % et 84
%. A 90 minutes, nous observons une forte chute du taux de survie médian de Rhodococcus equi
(27%). Le nombre d’essais effectués est insuffisant pour réaliser un test statistique de Mann-
Whitney, en revanche il semblerait qu’il y ait une forte chute du taux de survie entre 60 et 90
minutes dans notre modéle expérimental. A 180 minutes, n’ayant plus de liquide dans les coupelles,
nous n’avons pas pu déterminer de taux de survie.

4.3.1.2.1. Conservation du plasmide de virulence

Nous avons misdans les coupelles uniquement des souches de R. equipossédant le plasmide
devirulence. Toutes les souches de Rhodococcus equiisolées en culture aprés les manipulations ont
été testées par PCR et comprenaient le plasmide de virulence aussi. Notre mode de collecte
n’entraine donc pas de perte du plasmide de virulence.

Nous allons maintenant étudier les résultats de larecherche de Rhodococcus equi dans |'air et
dans le sol. La quantité d’aérosols récoltés avecle CIP 10M dans|’aira un momentdonné peut varier
en fonction des conditions climatiques au moment du prélévement (hygrométrie ambiante,
température, vent) et du fonctionnement de I’appareil (vitesse de rotation, usure du moteur), sur
chacune dessurfaces que nous avons étudiées (boxes, paddock, champ). Nous commencerons donc
par étudier ces différents paramétres avant de présenter les résultats bactériologiques. Nous
rappelons que les moteurs des CIP ont été choisis par tirage au sort pour chaque prélevement.
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Dans I’ensemble des graphiques de cette partie, nous n’utilisons que les valeurs de notre
seconde visite dans le haras RO —H9. Lors de notre premiére visite, lajument sur laquelle était fixé
I’appareil dans le paddock a mal supporté le bruit du moteur et nous avons arrété le prélevement
prématurément, nos mesures sont doncincompletes pour cette visite.

4.3.2. Isolement de Rhodococcus equi dans le box

Nous commencons par étudier la présence de la bactérie dans les box ou sont hébergés les
poulains désleurs premiersjoursde vie. Pourchaque élevage, nous avons effectué nos prélevements
dans un box en présence d’une pouliniére suitée.

Dans le haras H10 au jour de notre visite, aucune pouliniére suitée n’était présente dans les
box, d’ou I'absence de mesures pour cet élevage.

4.3.2.1. Isolementde Rhodococcus equi dans l'air du box

Le prélevement d’air dans le box était réalisé par deux appareils situés sur la litiere, le long
d’un mur, I'un proche de I’entrée du box, le second diamétralement opposé au premier.

Le préléevement d’air dans les box a été commencé entre 09h50 et 10h40 dans les haras
témoins, entre 10h00 et 10h43 dans les haras atteints. Dans les haras sporadiques, le préléevement
d’air a commencé dans le box a 10h40 dans le haras H4 et 10h12 dans le haras H7. Tous les
prélévements ont duré 90 minutes. La vitesse du vent mesurée a I’entrée du box au début du
prélévement d’air était nul dans tous les haras visités, excepté dans le haras atteint H8 ou il atteignait
une vitesse de 0,8 m.s'. Nous étudions maintenant latempérature relevée dans le box pour les haras
témoins et atteints.

Figure 35 : Température dans le box relevée au début du prélevement d’air dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=>5).
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La médiane de température dans le box est de 24°C dans les haras témoins et 21,2°C dans les
haras atteints. Les effectifs sont trop faibles pour permettre de réaliser un test statistique, cependant
il semble que latempérature étaitlégérement plus élevée dans les box des haras témoins de notre
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échantillon. Dansles haras sporadiques, latempérature dans le box était de 22,1°C dans le haras H4
et 23°C dans le haras H7. Nous étudions maintenant I’humidité relevée dans le box pour les haras
témoins et atteints.

La médiane de I’humidité de |’air dans le box dans les haras témoins est de 53,5%, et 55,0%
dans les haras atteints, le haras H8 représente une valeuratypique avecune humidité de 39,0%. Il ne
semble pas y avoir de différence d’humidité dans I’air du box entre les haras témoins et atteints.
Dans les haras sporadiques, I’"humidité était de 53,6 % dans le haras H4 et 71,2 % dans le haras H7.

Figure 36 : Humidité de I'air relevée a I’entrée du box au début du prélevement d’air dans les haras témoins (n=3) et
atteints (n=5).
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Nous étudions maintenant le fonctionnement des CIP 10M a 'aide des vitesses de rotation
mesurées au début et a la fin de chaque prélévement, en commencant par les appareils placés
prochesdel’entrée dubox. Lamesure de vitesse de rotation n’a pas été effectuée pour des raisons
techniques dans le haras témoin H5.

Figure 37 : Vitesse de rotation de la coupelle des CIP 10M placés a I’entrée du box dans les haras sains (n=2) et atteints
(n=5), au début et a la fin du prélevement. Ne disposant pas de mesure pour le haras H5, la médiane n’a pas été calculée
pour les haras sains.
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Dans les haras sains et les haras atteints, il n’y a pas de différence de vitesse de rotation entre
le débutetlafindu prélévement. Lamédiane de vitesse de rotation est de 6 730 tr/min en début de
prélevement et 6 800 tr/min en fin de prélévement dans les haras atteints, ce qui est proche des
valeurs mesurées pourles haras sains. En revanche, lors du prélevement dans les haras atteints H3 et
H8, a I’entrée du box, lavitesse de rotation était plus faible que lors des prélevements dans les autres
haras (vitesse en début de prélévement 6 246 tr/min dans le haras H3 et 6 007 tr/min dans le haras
H8) ; pour ces deux haras, le CIP a I’entrée du box était le CIP n°3. Dans les haras sporadiques, la

vitesse de rotation en début de prélevement était de 6 755 tr/min dans le haras H4 et 6 773 tr/min
dans le haras H7.

Nous étudions maintenant la vitesse de rotation des CIP disposés au fond du box.
Figure 38 : Vitesse de rotation de la coupelle des CIP 10M placés au fond du box dans les haras sains (n=2) et atteints

(n=5), au début et a la fin du prélevement. Ne disposant pas de mesure pour le haras H5, la médiane n’a pas été calculée
pour les haras sains.
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Dans les haras sains, Il n’y a pas de différence dans la vitesse de rotation entre le début du
prélévementetla fin du prélévement, en revanche, les vitesses de rotations sont globalement 900
tr/mininférieures aux médianes de vitesse de rotation des appareils disposés al’entrée du box. Dans
les haras atteints, lamédiane de lavitesse de rotation est de 6 488 tr/min en début de prélevement
(la valeur atypique correspond au haras H3, CIP n°1), en fin de prélevement la médiane est de
6 705tr/min (lavaleuratypique correspond au haras H1, CIP n°2). Le nombre de haras visités ne nous
permet pas de réaliser un test statistique.

Nous retenons que les conditions de préléevement sont semblables entre les haras du lot
témoin etceux dulot atteint, en notant que latempérature semble |égérement plus élevée dans les
box des élevages témoins. Nous remarquons des disparités concernant lavitesse de rotation des CIP
10M, bien qu’il ne semble pas que I’un des trois moteurs utilisés soit particulierement incriminé.
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Aucune souche virulente de Rhodococcus equin’a été isoléeparle prélevementd’airal’entrée
du box. Rhodococcus equi virulent a été isolé au fond du box dans le haras témoin H5 a la
concentration de 12 UFC par m’ d"air.

Rhodococcus equinonvirulentaétéisolé al’entrée et au fond du box dans le haras atteint H2
ala concentration de 4,3 UFC/m’ d’air.

4.3.2.2. Isolement de Rhodococcus equi sur le sol du box

Dans le box sélectionné pourchaque haras visité, nous appliquions une lingette imbibée d’eau
peptonée sur le sol en ayant préalablement dégagé la litiére. Aucune souche de Rhodococcus equi
virulent ou non virulent n’a été cultivée a partir de ce prélévement.

4.3.3. Isolement de Rhodococcus equi dans le paddock

Dans chaque élevage visité, nous avons choisi en accord avec|’éleveur un paddock sur lequel
des poulinieres suitées étaient régulierement lachées au moment de notre passage, le plus
poussiéreux parmi les paddocks utilisés pour les poulains et sur lequel il y a déja eu des cas de
rhodococcose le cas échéant.

4.3.3.1. Isolementde Rhodococcus equi dans l'air du paddock

Dans les harastémoins, le début des prélevements d’air est étalé entre 09h35 et 11h50 ; dans
les haras atteints les prélevements ont commencé entre 09h45 et 11h50. Dans le haras sporadique
H4 le prélévement d’airacommencé a 10h30 sur le paddock, dans le haras H7, le prélevement d’aira
commencé a 12h12. Tous les prélevements d’air sur le paddock ont duré 90 minutes, sauf dans le
haras H3 oU nous avons eu des difficultés a approcher la jument qui portait le CIP 10M, le
prélevementaduré 110 minutes. Nous étudions maintenant lavitesse du vent mesurée dans chaque
paddock au début du prélévement d’air.

Figure 39 : Vitesse du vent mesurée en m/s dans les paddocks dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6).
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La médiane de vitesse du vent dans les haras témoins est de 1m.s™, elle est de 1,8 m.s* dans
les haras atteints. Lavitesse duvent mesurée dans le paddock du haras H4 était de 1,2 m.s™, dans le
haras H7 elle était de 0,5m.s™.

Tableau 22 : Vitesse du vent mesurés dans le paddock des haras témoins (n=3) et atteints (n=6) par rapport au seduil de
ims™

Vitesse du vent dans le paddock  s1m.s™ >1:1n.s Total
TEMOIN (n=3) 100% 0% 100%
ATTEINT (n=6) 17% 83% 100%

Nous étudions maintenantlatempératurerelevée dans le paddock en début de prélevement
d’air, au point le plus ensoleillé du paddock.

Figure 40 : Température relevée dans le paddock dans les haras témoins (n=3° et atteints (n=6).
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La médiane de température ambiante dans |le paddock est de 22,8°C dans les haras témoins et
20,8°C dans les haras atteints. Il ne semble pas y avoir de différence entre les haras témoins et
atteints. Dans les haras sporadiques, la température relevée est de 20,3°C dans les haras H4 et
28,1°C dans le haras H7.

Nous étudions maintenant I’humidité de I’air dans les paddocks des élevages visités.
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Figure 41: Humidité de lair mesurée dans les paddocks des haras témoins (n=3) et atteints (n=6) au début du
prélevement d’air.
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La médiane de I’humidité dans les paddocks des élevages témoins est de 46,4 % contre 61,5 %
dans les haras atteints. Dans les six haras atteints que nous avons visités, I’humidité relevée dans |’air
étaitsupérieure a’50,0 % ; parmiles haras témoins, I’humidité relevée était inférieure a 50,0 % dans
deuxdestrois haras visités. Il n’y a pas de différence significative entre les deux lots (test e xact de
Fisher, p=0,083). Dans les haras sporadiques, nous avons relevé une humidité ambiante de 54,3 %
dans le haras H4 et de 52,6 % dans le haras H7.

Nous allons maintenant vérifier le fonctionnement des appareils de prélevement d’air en
comparantlesvitesses de rotation mesurées pourchaque préléevementau début et a la fin. Pour des

raisons techniques, nous n’avons pas mesuré la vitesse de rotation dans le haras témoin H5.

Figure 42 : Vitesse de rotation des coupelles des CIP 10M mesurées au début et a la fin du prélevement d’air dans le
paddock dans les haras témoins (n=2) et atteints (n=6).
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Les vitesses de rotation de la coupelle dans les haras sains et dans les haras atteints varient
peuentre lamesure en début de prélévement et la mesure a la fin du prélévement. Par ailleurs, la
vitesse de rotation médiane mesurée pourles haras atteints est comparable aux vitesses de rotation
dans les harastémoins. Dans les haras atteints, nous avons mesuré une vitesse de rotation plus faible
que les autres en début de préléevement dans le haras H2 (6 004tr/min CIP n°3) et en fin de
prélevement dansle haras H1 (6 017tr/min CIP n°1). Dans les haras sporadiques, nous avons mesuré
une vitesse de rotation en début de prélévement de 6 436 tr/min dans le haras H4 (CIP n°2) et une
vitesse de 6 356 tr/min dans le haras H7 (CIP n°2).

Nous retenons que les conditions de prélévement d’air dans les paddocks sont semblables
entre les haras du lot atteint et du lot témoin, tout en notant une vitesse de vent et une humidité
ambiante légerement inférieures dans les haras témoins.

Nous étudions la présence de Rhodococcus equivirulent dans I’air prélevé dans le paddock.

Figure 43 : Concentration de Rhodococcus equi virulent dans I’air sur le paddock étudié dans les haras du lot témoin (n=3)
et atteint (n=6).
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Dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6), la médiane de concentration de Rhodococcus
equi virulent est de 0 UFC/m’® d’air. Parmi les haras témoins, nous avons récolté 9 UFC/m?® d’air de
Rhodococcus equivirulentdans le haras H5, Rhodococcus equi virulent n’a pas été isolé dans I’air du
paddock dans les haras TO et H6. Parmi les haras atteints, nous avons récolté respectivement 2,86 et
26,6 UFC/m® d’air de Rhodococcus equi virulent dans les haras RO — H9 (visite du 10 Ao(t 2012) et
H10. Rhodococcus equivirulentadoncétéisolé a la méme fréquence dans I’air du paddock dans les
haras témoins (1/3) et atteints (2/6).

Aucune souche de Rhodococcus equi virulent n’a été prélevée dans le paddock du haras
sporadique H4, 1 UFC/m?® d’air a été isolée dans le paddock du haras H7.

Rhodococcus equi non virulent a été isolé a la concentration de 6,1 UFC/m® d’air dans le
paddock du haras TO et a la concentration de 2,3 UFC/m® d’air dans le paddock haras H10.
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4.3.3.2.

Isolement de Rhodococcus equi dans le sol du paddock

Dans un premier temps, nous étudions I’humidité de la terre dans les paddocks.

Figure 44 : Humidité du sol mesurée dans les paddocks des haras témoins (n=2) et atteints (n=5).
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Nous ne disposons pas de valeur d’humidité du sol pour les haras TO, RO et H1. Dans les haras
témoins H5 et H6, I’humidité relevée dans le sol est respectivement 24,1 % et 22,0 %. La médiane de
I’lhumidité dans le sol des haras atteints visités est de 22,9 %. |l ne semble pasy avoir de différence
entre les haras témoins et atteints de notre échantillon quant a I’humidité du sol dans le paddock.

Nous étudions maintenant le pH du sol dans les paddocks des haras témoins et atteints de
notre échantillon.

Figure 45 : pH du sol dans les paddocks des haras témoins (n=2) et atteints (n=5).
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Nous ne disposons pas de valeur de pH du sol pour les haras TO, RO et H1. Dans les haras
témoins H5 et H6, le pH mesuré dans le sol du paddock est respectivement de 6,86 et de 7,7. Dans
les haras atteints lamédiane du pH est de 7,4. Il ne semble pas y avoir de différence entre les haras
témoins et atteints de notre échantillon. Dans les haras sporadiques, nous avons mesuré un pH de
6,99 dans le haras H4 et de 7,7 dans le haras H7.

Nous étudions la présence de Rhodococcus equi virulent dans les paddocks des haras visités.
Rhodococcus equia été recherché dans des prélévements de terre réalisés a I’entrée, au niveau de
I’abreuvoir et au centre du paddock, a la surface et a 5 cm de profondeur.

Tableau 23 : Tableau de contingence isolement de Rhodococcus equi virulent dans le sol des paddocks dans les haras du
lot témoin (n=3) et atteint (n=6). Nous considérons que Rhodococcus equi est présent sur le paddock s’il est retrouvé
dans au moins un des six prélevements de terre réalisés sur le paddock étudié.

Rhodococcus equi virulent isolé

NON oul Total
dans le sol du paddock ota

TEMOIN (n=3) 100% 0% 100%
ATTEINT (n=6) 17% 83% 100%

Rhodococcus equi virulent n’a pas été isolé dans le sol des paddocks des haras témoins, des
souchesvirulentes ont été isolées dansles paddocks de cing haras atteints parmi les six visités (RO—
H9, H2, H3, H8, H10). Il y a une différence significative entre les haras témoins et atteints (test exact
de Fisher p=0,048). De la méme maniére que pour les prélévements d’air, nous ne prenons en
compte dans ce tableau que notre deuxiéme visite dans le haras RO —H9 (le 10 Ao(it 2012) ; lors de
notre premiéere visite aucune souche virulente n’a été retrouvée dans le paddock ; au mois d’Ao(t,
dans le méme paddock, nous avonsisolé Rhodococcus equivirulentdans le prélevement de terre au
centre du paddocka 5 cm de profondeur. Rhodococcus equivirulent a été isolé dans la terre autour
del’abreuvoira 5 cm de profondeur dans le haras sporadique H4, nous n’avons pas isolé de souche
virulente dans le haras H7.

Rhodococcus equi virulent n’a pas été retrouvé dans plus d’un préléevement dans aucun des
paddocks étudiés. Parmiles 6 prélevements positifs pour Rhodococcus equi virulent, 1 correspond a
un préléevement ala surface, 5 correspondent a un préléevement en profondeur ; Rhodococcus equi

virulent est significativement plusisolé a 5 cm de profondeur qu’a la surface dans le paddock (test
exact de Fisher, p=0,04).

Nous allons maintenant étudier la présence de Rhodococcus equi non virulent dans le sol des
paddocks des haras visités.
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Tableau 24 : Tableau de contingence isolement de Rhodococcus equi non virulent dans le sol des paddocks dans les haras
du lot témoin (n=3) et atteint (n=6). Nous considérons que Rhodococcus equi est présent sur le paddock s’il est retrouvé
dans au moins un des six prélevements de terre réalisés sur le paddock étudié.

Rhodococcus equi non

virulent isolé dans le sol du NON oul Total
paddock

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%

ATTEINT (n =6) 67% 33% 100%

Rhodococcus equinonvirulentaété isolé dans un harastémoinsurlestrois visités (TO) et deux
haras atteints sur les six visités (H2 et H3). Lors de notre premiére visite, nous avons isolé de
nombreuses colonies de Rhodococcus equinonvirulent dans le sol du paddock dans le haras RO —H9
(al’entrée, auniveau de I'abreuvoir et au centre du paddock), maisaucune souche non virulente n’a
étéretrouvée lors de notre seconde visite (celle prise en compte pour les comparaisons entre le lot
témoin et atteint). Comme pourles souches virulentes, nous avons retrouvé Rhodococcus equi non
virulenta5 cm de profondeurdans la terre autour de I’abreuvoir dans le haras sporadique H4, mais
pas dans le sol du paddock dans le haras H7.

Parmilestreize prélévements de terre réalisés dans les paddocks a partir desquels nous avons
isolé Rhodococcus equinonvirulent, 5sontdes prélevements de surface, 8 sont des prélevements a
5 cm de profondeur, il n’y a pas de différence significative entre la fréquence d’isolement de
Rhodococcus equinon virulent en fonction de la profondeur (test exact de Fisher, p=0,22).

Parmiles 13 prélévements de sol de paddock dans lesquels nous avonsisolé Rhodococcus equi
nonvirulent, tous ont été réalisés lors de nos 6 premiéres visites (soit 36 prélevement de sol), entre
le 30 Mai 2012 et le 29 Juin 2012 (comprenant la premiére visite dans le haras RO—H9). Lors de nos
sixderniéresjournées de prélévements du 23 juillet au 24 Ao(t 2012 (comprenant notre deuxiéme
visite dans le haras RO — H9), nous n’avons pasisolé Rhodococcus equi non virulent dans la terre des
paddocks (sur 36 prélévements de sol au total). La différence dans la fréquence d’isolement de
Rhodococcus equi dans le sol du paddock avant le 30 Juin 2012 et aprés le 1% Juillet 2012 est
statistiqguement significative (test du Chi2 p<0,0001). Il semble donc que Rhodococcus equi non
virulent soit plus présent dans le sol jusqu’au mois de Juin, puis présent en plus faibles quantités aux
mois de Juilletet Ao(t. Cette différence ne se retrouve pas pour Rhodococcus equivirulent isolé a la
méme fréquence sur ces deux périodes.

4.3.4. Isolement de Rhodococcus equi dans le champ

4.3.4.1. Isolementde Rhodococcus equi dans l'air du champ

Les prélévements d’air ont commencé entre 09h55 et 12h15 dans les haras témoins, entre
09h49 et 12h49 dans les haras atteints ; dans les haras sporadiques, le prélévement d’air dans le
champ a commencé a 12h18 dans le haras H4 et a 10h00 dans les haras H7. Tous les prélevements
d’air dans les champs ont duré 90 minutes.
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Nous étudions lavitesse duvent quiaété relevée au centre de chaque champ étudié au début
du prélévement d’air.

Figure 46 : Vitesse du vent mesurée dans les champs dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6), au début du
prélevement d’air.
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La vitesse de vent médiane mesurée dans les haras témoins est de 0,8 m.s™, dans les haras
atteintselle estde 1,4m.s ™. Dans les haras sporadiques, nous avons relevéune vitesse du vent dans
les champs de 3,5m.s ' dans le haras H4 et 0,6 m.s™ dans le haras H7.

Tableau 25 : Vitesse du vent mesurée dans les champs des haras témoins (n=3) et atteints (n=6) par rapport au seuil de
im.s™

Vitesse du vent dans les <Im.ss >1Im.s
1 1 Total
champs
TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%
ATTEINT (n =6) 33% 67% 100%

La vitesse du vent mesurée dans le champ était inférieure a 1m.s™* dans deux des trois haras
témoins visités et supérieure & Im.s"dans 4 des 6 haras atteints visités. Cette différence n’est pas
significative (Test exact de Fisher, p=0,52).

Nous étudions maintenant la température ambiante relevée au point le plus ensoleillé de chaque
champ étudié, au début du prélevement d’air.
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Figure 47 : Température en °C relevée dans chaque champ étudié dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6), au début
du prélevement d’air.
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La température médiane relevée dans le champ dans les haras témoins est de 25,50°C, dans
les haras atteints, elleestde 22,35°C, il ne semble pasy avoir de différence entre les deux lots. Dans
les haras sporadiques, la température relevée est de 21,50°C dans le haras H4 et de 21,90°C dans le
haras H7.

Nous étudions maintenant I’humidité de |'air dans les champs au moment du prélevement

d’air.

Figure 48 : Humidité de l'air dans les champs dans les haras témoins (n=3) et atteints (n=6), relevée au début du
prélevement d’air.
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L'humidité médianedans|’airdu champ des haras témoins est 49,20 %, dans les haras atteints,
I"lhumidité médiane est de 53,30 %. L’air semble étre [égerement plus sec dans les haras témoins.
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Dans les haras sporadiques, nous avons relevé une humidité de 55,60 % dans le haras H4 et une
humidité de 71,00 % dans le haras H7.

Nous étudions maintenant le fonctionnement des CIP 10M en étudiant la vitesse de rotation
descoupelles. Pourdesraisons techniques, nous n’avons pas pu mesurer la vitesse de rotation des
coupelles dans le haras H5.

Figure 49 : Vitesse de rotation des coupelles des CIP 10M en début et en fin de prélevement dans les haras témoins (n=2)
et atteints (n=6).
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L'ensembledesvitesses de rotation des coupelles mesurées pour les préléevements d’air dans
les champs des haras témoins et atteints, en début et en fin de prélévement est homogéne, hormis
pour le haras H1 en début de prélévement (5 730 tr/min, CIP n°1), la valeur de rotation a la fin de ce
prélevement est de 6 751 tr/min, il est donc possible que nous ayons eu une erreur de mesure en
mesurant la vitesse alors que la rotation de la coupelle n’était pas stabilisée. Dans les haras
sporadiques, les vitesses de rotation en début de prélévement sont de 6 415 tr/min (CIP n°3) dans le
haras H4 et de 6 356 tr/min (CIP n°2) dans le haras H7.

Nous retiendrons que les conditions de prélévement sont semblables dans les haras témoins et
atteints, tout en notant que le vent et I’"humidité de |’air étaient Iégérement plus faibles dans les
haras témoins. Les disparités d’heure de début de prélévement dans le champ sont dues au temps
gue nous attendions que le CIP 10M prévu par tirage au sort pour le champ soit disponible (fin du
prélévement précédent prévu pour ce CIP, puis nettoyage et préparation de 'appareil pour le
prélévement dans le champ).
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Figure 50 : Concentration de Rhodococcus equi virulent dans I'air sur le champ étudié dans les haras du lot témoin (n=3)
et atteint (n=6).
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Rhodococcus equi virulent n’a été isolé que dans les champs de haras du lot témoin
respectivement 1,67 UFC/m’ et 2,67 UFC/m? dans les haras H5 et H6, soit une fréguence de 67 %
(2/3) dans les haras témoins et 0% dans les haras atteints (0/6).

Rhodococcus equi non virulent a été isolé dans I’air du champ dans le haras témoin T0 (13,6
UFC/m’) et dans le haras atteint H8 (0,67 UFC/m?).

4.34.2. Isolementde Rhodococcus equi dans le sol du champ

Nous étudions I’humidité du sol du champ dans les haras témoins et atteints.

Figure 51 : Humidité de la terre du champ dans les haras témoins (n=2) et atteints (n=5).
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Dans les haras témoins H5 et H6, nous avons respectivement mesuré une humidité de 24,10 %
et de 21,15 % dans le sol du champ. Dans les haras atteints, la médiane de I’humidité de la terre du
champ est de 21,80 %. Il ne semble pas y avoir de différence entre les haras témoins et atteints de
notre échantillon. Dans les haras sporadiques, nous avons mesuré une humidité du sol du champ de
30,50 % dans le haras H4 et de 20,50 % dans le haras H7.

Nous étudions le pH du sol du champ dans les haras de notre échantillon.

Figure 52 : pH du sol dans les champs des haras témoins (n=2) et atteints (n=5).
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Dans les haras témoins H5 et H6, nous avons mesuré respectivement un pH de 6,86 et 7,7.
Dans les haras atteints, la médiane du pH dans le sol du champ est de 7,58. || ne semble pasy avoir
de différence entreles haras témoins et atteints de notre échantillon. Dans les haras sporadiques H’
et H7, nous avons respectivement mesuré un pH de 6,9 et de 7,7 dans le sol du champ.

Rhodococcus equivirulentaété isolé dansun seul prélevement de sol de champ, dans la terre
autour de I’abreuvoir a 5 cm de profondeur dans le haras sporadique H4.

Tableau 26 : Tableau de contingence isolement de Rhodococcus equi non virulent dans le sol des champs dans les haras
du lot témoin (n=3) et atteint (n=6). Nous considérons que Rhodococcus equi est présent sur le champ si il est retrouvé
dans au moins un des six prélevements de terre réalisés sur le champ étudié.

Rhodococcus equi non virulent isolé

dans la terre du champ NON oui Total

TEMOIN (n=3) 67% 33% 100%
ATTEINT (n=6) 50% 50% 100%

Rhodococcus equinonvirulentaété isolé dansle champ du haras témoin H5 ; des souches non
virulentes ont été isolées dans le champ de 3 haras atteints au centre du champ, dans le haras H1
(surface et 5 cm), autour de I’abreuvoir dans le haras H2 (surface et 5cm), lors de notre seconde
visite dans le haras RO — H9 au centre du champ (5cm de profondeur). Il n’y a pas de différence
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significative entre les haras témoins et atteints (test exact de Fisher p =1). Lors de notre premiéere
visite dans le haras RO—H9, Rhodococcus equi non virulent a été isolé en grandes quantités dans le
champ, a I'entrée et au centre en surface et a 5 cm, autour de I’abreuvoir a la surface. Rhodococcus
equi non virulent a été isolé autour de |'abreuvoir a 5 cm de profondeur dans les deux haras
sporadiques et en surface au centre du champ dans le haras H4.

Parmiles 14 prélévements positifs pour Rhodococcus equinon virulent dans le sol des champs,
septont été réalisés ensurface etseptont été réalisésa5cm de profondeur.ll ne sembledonc pasy
avoirde différence entrelaprésence de Rhodococcus equi non virulent en surface et en profondeur
dans le champ.

Parmiles 14 prélevements de sol de champ dans lesquels nous avons isolé Rhodococcus equi
nonvirulent, 11 ontété réaliséslors de nos 6 premieres visites (soit 36 prélevement de sol), entre le
30 Mai 2012 et le 29 Juin 2012 (comprenant la premiére visite dans le haras RO —H9). Lors de nos six
dernieresjournées de prélevementsdu 23 juilletau 24 Aot 2012 (comprenant notre deuxiéme visite
dans le haras RO — H9), nous avons isolé Rhodococcus equi non virulent 3 fois dans la terre des
champs (sur 36 prélevements de sol au total). La différence dans la fréquence d’isolement de
Rhodococcus equi dans le sol du paddock avant le 30 Juin 2012 et aprés le 1% Juillet 2012 est
statistiguement significative (test du Chi2 p<0,017). Il semble donc que Rhodococcus equi non
virulent soit plus présent dans le sol jusqu’au mois de Juin, puis absent ou présent en plus faibles
guantités aux mois de Juillet et Ao(t.
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5. Discussion

5.1. Caractéristiques des élevages étudiés, comparaison des
élevages atteints et témoins

Nous avons réalisé notre étude parmi les élevages reconnus comme étant les plus a risque de
présenterdes cas de pneumonies a Rhodococcus equichezles poulains en Basse-Normandie, c’est-a-
dire les élevages présentant plus de 15 naissances par an. En nous limitant a cette catégorie
restreinte d’élevages, nous avions pour objectif de déterminer les facteurs de risques les plus
corrélés ala présence de cas de rhodococcose pulmonaire.

Les élevages de notre échantillon sont assez homogenes dans leur composition. Ce sont tous
des élevages « professionnels » c’est-a-dire gérés par du personnel a temps plein et dont c’est
I’activité principale, créés entre 1970 et 2009 (sans différence dans la répartition entre les haras
témoins et atteints). La plupart des haras élevent des chevaux de course (Pur-Sang ou Trotteur
Francais) et le haras H6 éléve des chevaux de Selle Francgais destinés au saut d’obstacles.

Par définition la prévalence dans les haras témoins est de 0% de 2009 a 2012. Parmi les haras
présentant des cas de rhodococcose sur les poulains, nous avons distingué a posteriorideux types de
haras. Les haras atteints présentent des cas régulierement tous les ans entre 2009 et 2012 avec une
prévalence approximative sur cette période de 3 a 15 %. Les haras sporadiques sont des haras dans
lesquels un ou deux cas sont survenus pourune année donnée entre 2009 et 2012 et présententune
prévalence approximativede 1% pour cette période. Outre lavariabilitéliée au statut du haras, nous
avons aussi noté que la prévalence de la rhodococcose pulmonaire dans les haras atteints varie en
fonctionde l’année, en particulieren 2012 les haras atteints ont pré senté significativement moins de
cas que entre 2009 et 2011. Ceci est certainementlié al’influence du climat, I'année 2012 ayant été
tres pluvieuse tout au long de I'été.

Les haras de notre échantillon hébergent entre 65 et 200 chevaux et ont eu en 2012 entre 12
et 55 naissances de poulains ; sans différence significative entre les haras témoins et les haras
atteints. Lasurface totale en herbe et la surface réservée al’élevage sont identiques entre les haras
témoins et les haras sains. En revanche, dans les haras atteints, nous retrouvons une plus grande
densité de poulains par hectare par rapport aux haras témoins : tous les haras atteints ont une
densité de poulains supérieure a 0,4 poulain/haalors que tous les haras témoins ont une densité de
poulainsinférieure ace seuil, ladifférenceentre les deux lots est significative (Test exact de Fisher,
p=0,012).

IIn"y a pas de différenceentre les élevages des lots témoin et atteint dans le rapport nombre
de chevaux par personnel travaillant sur le haras. 56 % des éleveurs de |’échantillon estiment avoir
dépassé leur capacité d’accueil maximale sans différence entre les élevages témoins et atteints.

Concernantle fonctionnement des élevages, il n’y a aucune différence significative entre les
haras témoins et les haras atteints concernant I’accueil de poulinieres extérieures, le partage des
herbages et des installations entre les animaux résidents du haras et les animaux extérieurs de
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passage. Il n’y a pas de différence significative entre les haras des lots témoin et atteint dans
I’organisation et la gestion des batiments et des locaux d’élevage.

Dans les mesures d’hygiénes ayantunlien avec la prévention des infections par Rhodococcus
equi, nous ne trouvons aucune différence significative entre les haras témoins et les haras atteints
pour la vaccination des animaux, la présence de naissances tardives et les modalités de suivi du
transfert d’immunité passive de la pouliniére a son poulain (Colotest ® et Snap Foal®).

Pour résumer, en étudiant uniqguement les élevages les plus a risque de présenter des
infections par Rhodococcus equi, le seulcritére réellement discriminant entre les élevages témoins et
atteints de I’échantillon, est la densité des poulains. Tous les élevages atteints ont une densité de
poulains supérieure a 0,4 poulain/hectare. Aucun des autres facteurs de risques décrit en Basse -
Normandie a pluslarge échelle précédemment (TAPPREST et al., 2012), n’estréellement discriminant
pour prédire le statut témoin ou atteint des élevages de notre échantillon. L'absence de corrélation
desfacteursderisquessurlesélevages de lamémerégiona7 ansde différence pourrait s’expliquer
par un nombre insuffisant de haras dans notre échantillon induisant un manque de puissance
statistique pour nous permettre de retrouverles facteurs de risques décrits précédemment. Lors de
notre recrutement, nous nous sommes focalisés sur les élevages présentant plus de 15 naissances
par an, ce faisant nous avons certainement induit un biais de sélection, les résultats obtenus dans
notre échantillons ne peuvent étre étendus a I'ensemble des élevages de la région, mais nous
permettent de comparerles haras témoins etatteints en limitantl’influence des facteurs de risques
autres que la présence de Rhodococcus equi dans I’environnement des poulains.

5.2. Mode de recrutement des haras et déroulement des séances
de prélevements

Avant de contacter chaque élevage, nous avons d’abord étudié les données du SIRE afin de
nous assurer du nombre de naissances dans|’élevage ces derniéres années afind’éliminer d’emblée
tous les haras déclarant moins de 15 naissances par an. Le choix de ce seuil nous a permis d’étudier
la population d’élevages la plus a risque, nous avons utilisé le seuil de 10 naissances plutot que
15(TAPPREST et al., 2012), afind’inclure un plus grand nombre de haras afin d’avoir suffisamment de
haras a visiterala fin de notre processus de recrutement. La consultation des archives des rapports
d’autopsies de poulains al’ANSES-Dozulé nous a permis de compléter nosinformations en ayant une
premiére idée du statut des haras par rapport a la rhodococcose, cette premiere idée a été ajustée
apres appel au vétérinaire traitant du haras. Ainsi en appelant chaque élevage, nous avions déja des
connaissances fiables surson statut vis-a-vis de la rhodococcose. Dans notre échantillon final, nous
avons donc pu étudier 9 haras (témoins + atteints) sur les 11 visités en étant slrs de notre
classement vis-a-vis de la rhodococcose. Rétrospectivement, il nous était impossible de prévoir
I’apparition d’un cas en 2012 dans le haras H4, en revanche nous aurions pu éliminer le haras H7 de
I’échantillon, étant donné qu’il ne présente plus de cas depuis 2009. Le maintien du haras H7 a été
décidé sciemment, quand nous I’avons visité le 25 juillet 2012, aucun autre haras de notre liste
n’était éligible pour que nous allions faire nos prélevements (éleveur non disponible ou pluie dans les
jours précédents) ; acette date nous étions conscients du statut « douteux » de ce haras par rapport
a Rhodococcus equi, mais nous devions avoir un échantillon plus grand dans lequel nous aurions
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certainementeud’autres élevages avec ce statut. Enfin concernant le haras atteint H10, nous avons
choiside I'inclure dans I’étude malgré I’absence de poulain autopsié, apres avoir vérifié aupres du
vétérinairetraitantetde |’éleveurla présentation descas, laréponse aux traitements misen place et
les résultats des prélevements réalisés sur les poulains atteints.

Pour la répartition des jours de prélevements, nous nous sommes imposés des critéres
objectifs et stricts, afin de limiter au maximum I’effet du climat sur nos résultats. Il nous était
impossible vis-a-vis des éleveurs de venir a I'improviste ; cela nous aurait permis d’étre surs que les
observations que nous faisions dans les batiments et les patures étaient bien révélatrices de la
gestion quotidienne de I’élevage. Cependant I’'ensemble des éleveurs nous ayant accueillis ont fait
preuve d’un réel intérét pour notre travail et les résultats concernant leur élevage ; en particulier
dans les haras atteints, ils étaient en demande de réponses et de conseils pour lutter contre la
maladie. Nous pouvons donc penser qu’ils nauront pas cherché a masquer les défauts de leur
installation le jour de notre visite. De plus, notre visite était prévue en général la veille pour le
lendemain pour des raisons météorologiques, ce qui ne laissait pas beaucoup de temps pour un
« grand ménage ». Enfin, nous nous sommes reposés sur un grand nombre de mesures objectives
(distance batiment-fumiere, état des sols, superficies...), surlesquelles il était impossible de tricher.

Les restrictions météorologiques que nous nous sommes fixés pour aller visiter les élevages
(principalement absence de pluie dansles 3jours précédents) semblent nous avoir permis d’obtenir
des prélevements dans des conditions relativement homogeénes entre les haras témoins et atteints
entermesde température etd’humidité de I’air. Dans aucun des haras visités, nous n’avons trouvé
de champs ou de paddock avec une terre humide en surface. Concernant la vitesse du vent, elle
participe al’assechementdusol eta I’aérosolisation des poussieres, mais elle nous semble plus reliée
au climatdu jourde prélévement et a la position géographique de la surface étudiée. Lavitesse du
vent semble plus élevée dans les paddocks et les champs des haras atteints que dans les élevages
témoins.

Apres avoir rempli le questionnaire épidémiologique avec chaque éleveur, nous avons
déterminé les endroits ol nous allions faire nos prélévements (un box, un champ, un paddock). La
détermination deslieux de prélevement ne pouvait se faire que guidée par le propriétairelui-méme.
Les critéres que nous avons fixés dans chaque haras visités étaient de faire des prélévements sur des
surfaces apparaissant comme les plus a risque de contaminer les poulains :

- beaucoupde poulainssurlasurface lesjours précédents etidéalementle jour du prélévement,
- grande quantité de poussiére,
- présence de cas sur des animaux étant passés sur la surface étudiée.

Cescritéresservaientaorienterleséleveurs dansles surfaces qu’ils nous proposaient, mais le
choixfinal reposaiten grande partie surladécisionde |I’éleveur lui-méme. En passant dans les haras,
nous avons vérifié que lasurface surlaguelle nous travaillions était représentative de I’'ensemble de
la structure.
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Afin de travailler dans des conditions les plus semblables possibles dans tous les haras, les
prélévements d’air devaient étre réalisés dans |'ordre suivant :

1. début du prélevement dans le paddock,

2. début du prélevement d’air dans le box environ 30 minutes aprés le lancement du
prélevement dans le paddock,

3. débutduprélevementdansle champ a lafindes prélévements dansle paddock et dans le box.

Dans les haras H1, H6, H7 et H10, ceci n’a pas été le cas :

- Dans le haras H1, nous étions en début de protocole et nous n’avons pas fait attention a ce
point. Cependant, le relevé des conditions climatiques le matin dansle champ et ’apres-midi
dans le paddock montre que les conditions de prélevement étaient semblables pourles deux
surfaces.

- DanslesharasH6, H7 et H10, il étaitimpossible aI’éleveur de mettre une jument supportant
le CIP10 M dans le paddock sur lequel nous devions faire le prélévement dans la matinée. Il
n’y a que dans le haras H7 que nous trouvons une réelle modification des conditions
climatiques entre le matin (20,9 °C et 71,0 % d’humidité) et I'apres-midi (28,1 °C et 52,6 %
d’humidité).

5.3. Protocoles de prélevements et mise en évidence de
Rhodococcus equi

5.3.1. Recherche de Rhodococcus equi dans I'air

Nous avons utilisé dans cette étude le protocole de prélévements d’air pour analyse
microbiologique mis au point par D. PHILIPPOT (PHILIPOT, 2012) avec le CIP10 M. Ce protocole
permetlamise en évidence de Rhodococcus equial’aide d’un échantillonneur de type inpigment qui
récolte les bactéries contenues dans I’air sur un milieu liquide. Nous avons utilisé, comme proposé
dans le protocole, duliquide BHI pourlarecherche de Rhodococcus equi. Lors de la mise au point du
protocole, il a été décidé de réaliser des prélévements de 900 L d’air a un débit de 10 L.min™" soit 90
minutes de prélévement avec un appareil fixé sur le licol d’une pouliniére suitée. Les avantages
principaux de cette technique sont :

- Une bonne représentativité de I’exposition des animaux a la bactérie par un prélévement de
longue durée, réalisé par un appareil embarqué et situé proche des naseaux des chevaux,

- Une facilité de traitement des prélevements et la possibilité de réaliser des dilutions pour
assurer un comptage juste surles géloses.

La problématique de I’évaporation du BHI est connue depuis la mise au point du protocole de
prélevements (PHILIPOT, 2012). Le CIP10 M a été comparé a d’autres échantillonneurs d’air, pour
différents volumes d’airprélevés. Le CIP10M ayant un débit d’aspiration plus faible et plus proche du
débit ventilatoire des poulains que les autres échantillonneurs, I’augmentation du volume d’air
prélevé se traduit par une forte augmentation du temps de prélevement. A 600 Ld’air prélevé, le
CIP10 M tourne pendant 60 minutes et malgré |’évaporation du liquide de prélévement, il a été
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prouvé comme étant aussi sensibleque I’Airldéal 3P®. Afin d’augmentersasensibilité, il a été décidé
alors de passer de 600a 900 L d’airprélevé et les premiers résultats sur le terrain étaient en accord
avecles manipulations en environnement contrélé au laboratoire de I’ANSES-Dozulé.

Voulant compléter les données sur I'influence du temps de prélevement sur la viabilité de
Rhodococcus equi, nous avons mis au point et réalisé un protocole de quantification des bactéries
viables présentes enfin de prélévement dans les coupelles, en connaissant au départ le nombre de
bactéries présentes danslacoupelle et en faisant varier le temps de prélevement. Pour des raisons
techniques et de personnel, cette expérimentation n’a pu étre mise en pratique qu’apres nos
prélévements dans les haras. Nous avons observé que |’évaporation du BHI se fait suivant une
régression linéaire de faible pentede 0 a 60 minutes de prélévement. Puis entre 60 et 90 minutes de
prélevement, I’évaporation s’accélére fortement. Apres 180 minutes de prélévement, toutes les
coupelles sont constatées vides.

Le pourcentage de viabilité de Rhodococcus equi suit |la une courbe semblable a celle de
I’évaporation du BHI. Dans les coupelles témoins sans rotation (trés faible évaporation du BHI), nous
avons noté une multiplication des bactéries de I’ordre de 25 % de bactéries en plus sans différence
entre les deux manipulations’. A 30 et 60 minutes, le taux de survie de Rhodococcus equi virulent
semble suivre une régression linaire de faible pente pouratteindre 85 % de survie a 60 minutes dans
la manipulation 1. Dans lamanipulation 2, a 90 minutes, lasurvie de Rhodococcus equin’est plus que
de 26 %.

Notre hypothése est que la survie de Rhodococcus equi est trés fortement corrélée a la
concentration du BHI dans la coupelle de prélevement. D’autres parametres pourraient expliquer
une diminution du nombre de bactéries au cours du prélevement comme une « sortie » des bactéries
de la coupelle a cause du flux d’air, mais les géloses posées dans |’enceinte avec les coupelles en
rotation n’ont pas été contaminées par Rhodococcus equi. Il est donc fortement probable que dans
nos prélévements, |’évaporation du BHI sous I’effet du flux d’air, ait entrainé une concentration des
nutriments contenus dans celui-ci, induisant un environnement hyper-osmotique non propice ala
survie de Rhodococcus equi.

Nous n’avons pas évalué I’effet du temps passé parles bactéries en contact avec le milieu BHI
plus ou moins concentré entre le momentde leurcollecte etle moment de la mise en culture. Avant
de reproduire notre protocole de prélévements d’air, il serait intéressant d’introduire une quantité
connue de bactéries dans des solutions de BHI de concentrations variables, puis d’étudier la survie de
Rhodococcus equi en fonction de la concentration de la solution de BHI et en fonction du temps
passé dans la solution.

Contrairementanos conditions expérimentales, surle terrain, toutes les bactéries ne sont pas
présentes dans la solution de BHI au début du prélevement, elles viennent se collecter
progressivement, de ce fait elles n’ont pas toutes le méme temps d’exposition a la solution de BHI
concentrée. De plus sur le terrain, la mise en culture n’intervient qu’a notre retour au laboratoire,
soit plusieurs heures apres la fin du préléevement. Pendant tout le temps du transport, les

Dans la manipulation 1, les coupelles étaient récupérées 60 minutes apres la miseen placede la solutionavec
une concentration connue en Rhodococcus equi virulent; dans la manipulation 2, les coupelles témoins étaient
récupérées apres 90 minutes.
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échantillons sont stockés dans une enceinte isolée et réfrigérée afin d’inhiber la croissance des
bactéries. Pendant ce temps Rhodococcus equiest donc en contact avec une solution concentrée en
BHI.

Dans I’état actuel de nos connaissances, nous pouvons présumer que Nous avons sous-estimé
la quantité Rhodococcus equiprélevéedans|’air pourtous les haras présents sans savoir dans quelle
proportion. L'expérimentation proposée ci-dessus permettrait de mieux quantifier la perte de
viabilité de Rhodococcus equienfonction de la concentration de la solution et du temps de contact.
Ainsi nous pourrions adapter la durée des prélevements d’air dans le futur et les conditions
d’acheminement des prélevements au laboratoire. En revanche nous avons montré que la technique
de prélevement n’entraine pas de perte du plasmide de virulence sur les souches retrouvées en
culture. Le plasmide de virulence, confere une meilleure résistance de Rhodococcus equi aux
conditions défavorables (sécheresse, pHextréme...). Il seraitdoncintéressant de répéter cette étude
avecdes souches nonvirulentes de Rhodococcus equiuniquement, ainsiqu’enintroduisant au départ
des souches virulentes et non virulentes en méme quantité.

Le suivi des vitesses de rotation des CIP10 M au début et a la fin de chaque prélévement
montre qu’il n’y a pas eu d’incidents dans leurfonctionnement et aucune variation significative de la
vitesse de rotation des appareils. Lacorrélation entre lavitesse de rotation etle débit d’aspiration de
I’air par le CIP est réglée en usine parlasociété fabriquant les appareils. Notre mesure de vitesse de
rotation ne nous permet pas d’extrapoler des différences de vitesse d’aspiration d’air, mais nous
permetde savoirque les trois appareils ontfonctionné de maniére homogene durant toute la saison
de préléevements en 2012.

Avant d’étudier les résultats de la recherche de Rhodococcus equi dans les haras témoins et
atteints de notre échantillon, nous pouvons comparer les résultats sur deux années consécutives
pour les harasvisités lors de I’étude de PHILIPOT en 2011 et au début de I’étude de 2012. Vu l'effet
gue peutavoirla météosurla récolte de Rhodococcus equidans|’air, nous comparons les valeurs de
I’année 2012 avec les séances de prélevement de I’année 2011 ou les conditions météorologiques
étaient les plus semblables.

Tableau 27 : Comparaison des prélevements d’air dans le champ des haras TO (témoin) et RO (atteint) entre la validation
de la technique en 2011 et notre étude en 2012.
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TO 18/05/2011 1,8 19,1 4950% A 1 0,8 0 75,1
T0 30/05/2012 1 22,8 5440% A 2 0,6 0 6,1
RO 01/06/2011 01 23,1 4890% B- 1 1 16,7 8,4
RO 10/08/2012 2,3 199 6350% B 1 0,85 2,8 0

118



Tableau 28 : Comparaison des prélevements d’air dans le paddock des haras TO (témoin) et RO (atteint) entre la
validation de la technique en 2011 et notre étude en 2012.
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TO 18/05/2011 1,8 28,7 35% A 2 045 0 3,56
TO 30/05/2012 0,8 25,9 49,20% A 2 045 0 13,6
RO 01/06/2011 4,2 21 62% B 7 0,8 0 6,7
RO 10/08/2012 4,3 22,7 5350% B 5 0,5 0 0

Malgré la différence de climat en Basse-Normandie entre 2011 et 2012, les observations
concernant I’état de poussieres dans le champ et le paddock étudié dans chacun de ces deux
élevages sont trés proches pour les deux années consécutives. En 2012, nous avons retrouvé
Rhodococcus equi dans I’air en moins grande concentration que I'année précédente (a part les
souches non virulentes dans le paddock du haras témoin TO), ceci peut contribuer a expliquer que
nous n’avons pas détecté Rhodococcus equinonvirulentdansle haras RO ou il était présenten faible
concentration lI'année précédente. Nous observons que le BHI s’est plus évaporé dans les
prélevements de I"année 2012 qu’en 2011 sans que I’on puisse trouver de lien avec les conditions
météorologiques relevées en méme temps que les prélevements. Au vu de I'importance de
I’évaporation du BHI sur la viabilité des bactéries, il nous parait impossible de conclure sur la
variation de laconcentration en Rhodococcus equien aérosols entre 2011 et 2012. D’un point de vue
qualitatif, a part pour les souches nonvirulentes du haras RO, nous retrouvons Rhodococcus equi aux
mémes endroits d’'uneannée surl’autre. Rhodococcus equin’a pas été isolé dans les boxes d’aucun
de ces deux haras ni en 2011 ni en 2012.

Nous allons maintenant étudier uniquement les résultats des prélévements réalisés en 2012
dans les harastémoins et les haras atteints. Les conditions climatiques dans les boxes, les paddocks
et les champs étaient semblables entre les deux lots de haras, si ce n’est :

- Une humidité de I'air un peu plus élevée dans les paddocks des haras atteints par rapport
aux paddocks des haras témoins. En prenant comme seuil d’humidité 50,00%, la différence
de répartition entre haras témoins et atteints n’est pas significative (Test exact de Fisher,
p=0,083), cependant au vu de la valeur du p, nous pensons que ce résultat pourrait révéler
une différence entre les haras des deux lots étudiés, mais que nous manquons de puissance
statistique en raison du nombre de haras visités ;

- En prenant comme seuil 1m.** dans les paddocks des haras atteints, la vitesse du vent est
supérieure a celle dans les paddocks des haras témoins (Test exact de Fisher, p=0,048).

Cessont lesdeux seules différences de conditions climatiques que nous avons notées entre les
deux lots de haras étudiés. Nous pouvons noter que ces conditions jouent en sens inverse sur
I’aérosolisation de Rhodococcus equi, un air humide devrait plutét limiter la mise en suspension de
poussiéres alors qu’un vent plus rapide la favorise. A notre connaissance dans les recherches
précédemment effectuées surlaprésence de Rhodococcus equidans|’air, les auteurs ont seulement
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relevé les conditions climatiques au moment du prélévement. Nous avons mis au point un processus
de choix de la date de visite qui nous a permis d’effectuer des prélevements dans des conditions
globalement comparables entre les haras témoins et les haras atteints, en particulier pour la
température ambiante et I’humidité du sol qui sont les deux parametres les plus corrélés a la
présence de Rhodococcus equidans|’air, en particulier du paddock, dans|’étude menée en Australie
(MUSCATELLO et al., 2006).

Lors de I’exploitation de dénombrement de Rhodococcus equisur les boites de culture, nous
avons prété attention a la répartition des colonies en fonction de la dilution. Conformément ala
norme AFNOR NF EN 13098 :2000-12, nous avons Vvérifié qu’il y avait moins de colonies dans les
boites ensemencées avec une solution diluée que dans les boites e nsemencées avec I’échantillon
pur. De tous nos prélévements d’air, le seul pouvant étre jugé anormal a été dans le paddock du
haras H7 danslequel laseule colonie de Rhodococcus equi retrouvée a poussé sur la boite avec une
dilution 310™ alors qu’aucune colonie n’a été dénombrée dans la boite avec I’échantillon pur. Nous
avons donc un systéme de dilution et de dénombrement des colonies vraisemblable.

Rhodococcus equivirulent a étéisolé dansle box d’un haras témoin (H5) et Rhodococcus equi
nonvirulentaété isolé dansle box d’un haras atteint (H2). Dans notre échantillon, le box ne semble
pas étre unlieuimportant pourl’inhalation de Rhodococcus equiparles poulains, contrairement a ce
gui estdécriten Irlande, ol le climat est comparable a celui de la Basse-Normandie (MUSCATELLO, et
al., 2006). Nos appareils étaient situés proches de la litiere des animaux, mais nous avons noté que
dans les haras ou nous avons fait nos prélevements, la litiére était propre voir neuve la plupart du
tempsau momentdu prélévement d’airdansle box. La litiere était aussi propre dans tous les boxes
gue nous avons vus dans ces haras, il nous semble peu probable que les propriétaires aient tous
amélioré lapropreté de tous les boxes uniquement pour notre visite. Lagrande propreté de la litiere
peut étre rapportée a la taille des haras, nous avons uniquement visité des haras avec un grand
nombre de chevaux, gérés par des professionnels conscients de I’'importance des mesures d’hygiene.
Par ailleurs, pendant nos prélévements, les animaux présents dans le box sont souvent restés trés
immobiles, probablement parce qu’ils étaient un peu dérangés par le bruit des appareils dont les
vibrations résonnaient un peu dans les boites en bois. L’association d’une litiére neuve et propre
avec une diminution des mouvements des animaux a trés probablement considérablement limité
I’aérosolisation de Rhodococcus equi dans les boxes.

Dans les paddocks, Rhodococcus equivirulent a été isolé anouveau dans le haras témoin H5,
ainsi que dans les haras atteints RO-H9 et H10 et dans le haras sporadique H7. Des souches non
virulentes ont été isolées dans les haras TO (témoin) et H10 (atteint).

Enfin dansles champs, nous avonsisolé Rhodococcus equivirulent dans les haras témoins H5
et H6 et dans aucun haras atteint. Des souches nonvirulentes ont été isolées dans le haras témoin TO
et dansle haras atteint H8.

Etant donné laperte de sensibilité dans |la détection de Rhodococcus equipar mise en culture
apres I’évaporation du BHI, nous ne pouvons pas nous fier aux concentrations que nous avons
calculées pour l'isolement de la bactérie dans |'air. D’un point de vue qualitatif, il semble que
Rhodococcus equivirulent soit plus présent dans les haras témoins de notre échantillon que dans les
haras atteints. Ce résultat ne corrobore pas les études précédemment menées et doit étre abordé
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avecd’autantde précautions que noustravaillons surun faible nombre de haras. Des prélévements
supplémentaires ont été réalisés en 2013 avec le méme protocole et sont en cours d’exploitation.

5.3.2. Recherche de Rhodococcus equi dans le sol

Rhodococcus equi n’a été isolé sur le sol d’aucun box. La recherche de la bactérie se faisait a
partir d’une lingette d’eau peptonée apposée surle sol. Ceci doit étre relié au faible taux d’isolement
de Rhodococcus equi dans I’air du box. La propreté des boxes que nous avons visités, diminue
probablement la charge de la bactérie dans I’environnement. En 2011, aucune souche de
Rhodococcus equin’avait été isolée avecce méme procédé, il serait alors intéressant de vérifier que
I’eau peptonéeconvient alasurvie de Rhodococcus equipendant son transport jusqu’au laboratoire.
Sicela est confirmé, il semblerait que dans les haras que nous avons visités, les boxes ne soient pas
un lieu a fort risque de contamination pour les poulains.

Dans les paddocks, Rhodococcus equivirulent n’a été isolé dans aucun des haras témoins et la
bactérie a été isolée dans quatre des six paddocks des haras atteints, le plus souvent a 5cm de
profondeur (p=0,04). Le seul prélévement de surface dans lequel Rhodococcus equivirulent a été
retrouvé (concentration de 800 UFC/gramme de terre) a été réalisé dans le haras H2 ou R. equin’a
pas été isolé dans I’air du paddock.

Tableau 29 : Corrélation entre I'isolement de Rhodococcus equi virulent dans I’air et dans le sol dans les paddocks.

o o Dans le sol
Rhodococcus equi virulent isolé
oul NON
oul 2 2
2 atteints Isporadique (H7)
) 1 témoin
Dans I’air
NON 4q 3
Isporadique (H4) 2 témoins
3 atteints 1 atteint (H1)

Parmiles élevages de notre échantillon, les seuls pour lesquels nous avons isolé Rhodococcus
equi virulent dans le sol et dans |'air du paddock sont des élevages atteints. Cependant, nous
remarquons que dans 55 % (6/11) des élevages visités, il n’y a pas de corrélation entre I'isolement de
la bactérie virulente entre I'air et le sol.

Des souches non virulentes de Rhodococcus equi ont été isolées en surface et a 5cm de
profondeur sans qu’il n'y ait de différence dans la fréquence d’isolement en fonction de la
profondeurdu prélevement. En revanche, toutes les souches non virulentes ont été isolées dans la
terre du paddock lors des séances de prélévement avantle 1% juillet. Il n’y a pas de corrélation entre
les isolements dans le sol et dans |’air de Rhodococcus equinon virulent et le statut du haras.
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Tableau 30 : Corrélation entre I'isolement de Rhodococcus equi non virulent dans I’air et dans le sol dans les paddocks.

o L Dans le sol
Rhodococcus equi virulent isolé
oul NON
oul 1 1

1 témoin 1 atteint
Dans |'air NON _ 2 o 6

2 atteint (H2&H3) 2 témoins

1 sporadique (H4) 3 atteints

1 sporadique (H7)

Dans les champs, Rhodococcus equivirulent n’a été isolé que dans le sol du haras sporadique
H4, a 5 cm de profondeur. Il n’y a aucun haras pour lequel Rhodococcus equivirulent a été isolé dans

le sol et dans l’air.

Tableau 31 : Corrélation entre 'isolement de Rhodococcus equi virulent dans I’air et dans le sol dans les champs.

o o Dans le sol
Rhodococcus equi virulent isolé
oul NON
oul 0 2
2 témoins (H5&H6)
Dans lair NON . 1 . 8
1 sporadique (H4) 6 atteints
1 sporadique
1 témoin

Rhodococcus equinonvirulenta été isolé dans 6 haras, pour aucun de ces haras nous n’avons
retrouvé de souches non virulentes dans I’air du champ. Comme dans le paddock, les souches non
virulentes sont significativement plus souvent isolées dans les prélévements avant le 1% juillet
(p=0,017).Nous ne retrouvons aucune corrélation entre |’isolement de Rhodococcus equinonvirulent
dans I’air et dans le sol dans les champs.

Tableau 32 : Corrélation entre 'isolement de Rhodococcus equi non virulent dans I’air et dans le sol dans les champs.

Dans le sol
Rhodococcus equi virulent isolé
oul NON
oul 0 2
1 atteint
1témoin
Dans I’air NON 6 3
1 témoin 1 témoin
2 sporadiques 2 atteints
3 atteints
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Au vu du faible nombre de mesures dans les haras témoins (dans 2 haras sur 3 seulement) et
du nombre de haras visités, il n’apparaitaucun lien entre I’humidité et le pH du sol dans le champ et
dans le paddock et I'isolement de Rhodococcus equi virulent ou non dans I’air et dans le sol.
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CONCLUSION

La réalisation de I’étude dans dix haras nous a permis de vérifierlasécurité et d’ajusterla mise
en pratique de la méthode de prélévement des bactéries dans I’air mise au point en 2011. Nous
avons pu constituer, parmi les élevages reconnus les plus a risque de présenter des cas de
rhodococcose pulmonaire en Basse-Normandie (plus de 15 naissances par an) un lot de haras
témoins et un lot de haras atteints comparables du point de vue de leur organisation et de leur
composition. Du point de vue de la composition des haras, la seule différence significative estla
densité des poulains, plus élevée dans les haras atteints que dans les haras témoins (p=0,012).

La quantité de poussiéres et donc de bactéries dans I’air pouvant étre trés fortement
influencée parlamétéodesjours précédantle prélevement et du jour du prélevement, nous avons
défini descritéeres météorologiques afin d’encadrerles jours de prélévements. Le climat relativement
pluvieux pendant I’été 2012 ol nous avons réalisé I’étude a largement affecté le nombre de haras
gue nous avons pu visiter (10 sur les 28 prévus initialement). Cependant I’étude a posteriori des
conditions climatiques lors des prélevements montre que nos critéres nous ont permis de nous
déplacer dans des conditions similaires dans les haras témoins et les haras atteints, ce qui nous
autorise a comparer la concentration de Rhodococcus equi prélevés dans |'air entre ces deux lots.
Nous notons toutefois que lavitessedu ventest plus élevée dans les paddocks des haras atteints que
dans les paddocks des haras sains, ce qui pourrait expliquer la présence d’infections dans les
premiers.

La quantité de Rhodococcus equiisolée a partir des prélevements d’air nous a paru faible par
rapport aux données publiées avec d’autres techniques de prélévement. Nous avons donc
expérimentalement évalué I'influence du fonctionnement de notre appareil de mesure (le CIP10 M)
sur la viabilité de labactérie. Nous nous sommes alors rendus compte que la survie de Rhodococcus
equi estfaible (26 % de la quantité initiale introduite) apres 90 minutes de prélévement. Le passage
del’airentraine une évaporation duliquide de prélévement, lacourbe de survie de Rhodococcus equi
en fonction du temps de préléevement est trés proche de la courbe d’évaporation du liquide de
prélévement. Nous pensons que I’évaporation du liquide a entrainé sa concentration en nutriments
quia pu conduire a créerun environnement hyper-osmotique non adapté alasurvie de Rhodococcus
equi. Des investigations supplémentaires sonta mettre en place avant de reproduire notre technique
de prélévement d’air, afin d’adapter celle-ci.

Dans les haras déjaétudiésen 2011, lesrésultats de I'isolement dans|’airde Rhodococcus equi
sont comparables entre 2011 et 2012, ce qui tend a renforcer le fait que notre technique de
prélévement malgré sesimperfections est répétable d’'uneannée surl’autre pourun harasdonné. En
2012, nous avons retrouvé peu de Rhodococcus equi dans I’air et sur le sol du box. Tous les boxes
dans lesquels nous avonsréalisé nos prélévements étaient propres au moment de notre passage, il
nous semble doncque dansles haras « professionnels » que nous avons étudiés, le box n’est pas un
lieuimportant de contamination des poulains. Dans les champs, les résultats d’isolement dans |'air
sontincohérents avecle statut des haras puisque nous n’avons retrouvé Rhodococcus equi virulent
gue dans les champs de haras témoins. Enfin dans les paddocks, Rhodococcus equi virulent n’a été
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retrouvé dans l’air et dans le sol en méme temps que dans deux haras atteints. Des souches
virulentes de la bactérie ont été retrouvées sur le sol de 5 haras atteints sur les six visités.

Il semblerait que dans les élevages étudiés, la zone la plus a risque pour I'infection des
poulains soitle paddock. Nous avons retrouvé peu de corrélation entre les isolements dans |'air et les
isolements dansle sol et celaest probablement di a un ajustement nécessaire de notre technique de

prélévements dans I’air.
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Annexe 1 : Guide pour les appels aux éleveurs

RHODOCOCCOSE 2012

Appel éleveur

1. Présentation objectifsde I’étude
IPC, unité épidémiologie et anatomie pathologique, nous menons une étude afin de
« quantifier la bactérie Rhodococcus equi dans I’environnement des poulains, nous
souhaiterions inclure votre élevage dans notre programme de prélévements. Avez-vous
quelques instants a nous accorder pour que nous vous présentions I’étude ? »

2. Matériel et méthode :
Recherche de la bactérie dans I’environnement de vie des poulains (air et sol), dans 'air et
dans le sol, au moyen de :

a. Récolte d’échantillons de terre dansun champ et un paddock etrecherche dela
bactérie surle sol du box ;
b. « Récolte d’air a I'aide d’un petit appareil silencieux fixé surle licol de la mére,
suivant une méthode testée dans deux haras I’année derniére. »

3. Investissementpourl’éleveur
Une journée (« date fixée en accord avec vous bien siir ») pendant laquelle nous venons
faire nos mesures etremplirun court questionnaire. « Nous avons besoin de votre concours
pour choisir la jument qui portera le dispositif et nous aider a le fixer a son licol ; ainsi que
pour le choix du champ et du paddock a prélever. »

4. Intérétpourl’éleveur:
« Résultats anonymes garantis par le laboratoire ». Nous vous communiquerons les
résultats globaux de I’étude avec une présentation personnalisée pour votre élevage ; en
particulier si nous retrouvons d’autres germes pathogénes que R. equidans I’environnement.

5. Acceptez-vous de participer al’étude que nous vous présentons ? OUI / NON

6. Vérifiercoordonnéesdel’éleveur:

NOM et prénom: __

NOMde I’élevage :

ADRESSE :

Mel :

7. Nous vous faisons parvenir un courrier résumant le déroulement de notre étude, ainsi

gu’une demande d’accord pour venir dans votre haras.
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Annexe 2 : Courrier envoyé aux éleveurs apres leur accord de principe
lors du contact téléphonique

ANSES — Dozulé

Institut de Pathologie du Cheval

Unité Epidémiologie et anatomie pathologique
14 430 GOUSTRANVILLE

Tel : 023179 79 58

Madame, Monsieur,

Suite a notre appel téléphonique, nous vousfaisons parvenir un résumé du déroulement de
I’étude Rhodococcose 2012 que nous souhaitons réaliser. Depuis de nombreuses années, notre
laboratoire s’investit pour améliorer les connaissances scientifiques sur cette maladie qui cause des
pertes importantes tant économiques que sportives, dans les élevages bas-normands.

Notre étude de 2005 auprées des vétérinaires et des éleveurs montre qu’un environnement
poussiéreux est le facteur de risque principal de I’apparition de la maladie chez les poulains (les
poulains se contaminent a partir de poussieres transportant Rhodococcus equi). En 2011, nous avons
mis au point une technique de quantification de la bactérie dans I’air que nous avons testée avec
succes dans deux haras.

Cetoutil devrait permettre de préciser|’existence de zones arisque et d’aiderala prévention
de la maladie.

Cette année, nous souhaitons valider cet outil plus a grande échelle par la réalisation de
mesures dans 28 haras (des harastémoins et des haras présentant des cas de rhodococcose). Si vous
acceptezde participera ce projet, il s’agirait de nous permettre de réaliser des mesures dans votre
élevage pendantune journéeetde répondre aun questionnaired’une duréeinférieure a 20 minutes.

Les mesures réalisées dans votre élevage comprendraient:

- Récoltedel’airambiantal’aide d’un appareil fixé aulicol d’une jument suitée suivant la
technique mise au point par notre laboratoire I'année derniére. Ces mesures seront
réalisées dans un paddock et un champ accueillant régulierement des couples mére -
poulains.

- Récolte de I’air dans un box en présence d’une jument suitée.

- Récolte d’échantillons de terre en surface eta5 cm de profondeurdansle champ et dans
le paddock.

- Récolte des micro-organismes de la surface du sol dans le méme box.

L'ensemble de ces prélévements sont congus pour étre non invasifs pour les animaux, et
perturberle moins possible le fonctionnement de votre élevage. Cependant nous aurons besoin de
votre participation pourle choixde lajumentsuitée et les phases de fixation et retrait de I'appareil
surle licol de cette jument.

Les données de cette étude seront centralisées et traitées a I’ANSES de Dozulé avec
engagement de confidentialité.

Sivous étesvolontaire pour participer tous les résultats des mesures vous concernant vous
seront bien sircommuniqués (ainsi qu’avotre vétérinaire traitant aprés accord de votre part), ainsi
gue les résultats globaux de I'étude.

Nous restons a votre entiére disposition si vous avez des questions supplémentaires sur le
déroulement de cette étude.
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Annexe 3 : Formulaire envoyé aux éleveurs en méme temps que le
courrier afin de compléter les informations concernant le statut du
haras et d’organiser le jour de notre visite
ENQUETE RHODOCOCCOSE 2012

La campagne de prélevements se déroulera entre le 14 mai et le 27 juillet. Cependant, les
prélévements d’'air ne peuvent étre réalisés que partemps sec, ce qui ne nous permet pas de définir
un planning longtemps a I’avance.

Afin d’organiser au mieux notre visite merci de compléter le formulaire ci-dessous.

NOM et prénom :
NOM de I’élevage :
ADRESSE :

Acceptez-vous que nous contactions votre vétérinaire a la fin de la saison pour avoir des précisions
sur les éventuels cas de pneumonies qui seront apparus ?

] oul '] NON

Nombre de naissances en 2011 : ; prévision 2012 :

ACCEPTEZ-VOUS DE PARTICIPER A L'ETUDE RHODOCOCCOSE 2012 ?
] oul ] NON

VOTRE ELEVAGE A-T-IL ETE ATTEINT DE CAS DE RHODOCOCCOSE DANS LES 3 DERNIERES ANNEES ?
] oul '] NON

Afin de prévoir au mieux notre venue dans votre élevage :
- Merci de rayer les semaines ou vous n’étes pas disponible :

L M M ] vV S D L M M J vV S D L M M ] vV S
MAI JUIN JUILLET
2 3 4 5 6
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
28 29 30 31 25 26 27 28 29

- Merci de nousindiquerlesjoursde lasemaine ouvous souhaitez que nous ne passions
pas (suivi de reproduction, entrainements...)

] Lu L] Ma L] Me L] Je L] Ve

Date etSignature :
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Annexe 4 : Guide pour les appels aux vétérinaires traitants

RHODOCOCCOSE 2012

Appel vétérinaire

Présentation objectifs de I’étude

Coordonnées de la clinique :

a. Anses-Dozulé service épidémiologie et anatomie pathologique nous réalisons une

étude de terrain sur la quantification de R equi dans I’environnement des poulains,

Parmi les haras sélectionnés, il y en a XX haras pour lesquels vous nous avez envoyé

des demandes d’autopsie = Pouvez-vous m’indiquer si vous étes toujours le vétérinaire

traitant pour les haras suivants?

b. Au premier oui, enchainer avec accord pour déplacement dans cet élevage « Avant de

les contacter nous souhaitons savoir si vous voyez un inconvénient a ce que nous

demandions a cet élevage de participer a notre étude. » puis sur statut a priori « cet

élevage a-t-il présenté des cas de rhodococcose ces derniéres années ? »

c. 1 journée de préléevements dans chaque haras avec récolte de |'air par un appareil fixé

sur le licol d’'une jument suitée sur jument + prélevements de surfaces a différents

endroits du haras.

N° Nom_elevage Tjs_véto_traitant? | Accord_véto Statut a priori

1 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
2 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
3 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
4 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
5 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
6 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
7 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
8 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO
9 OUl / NON OUl / NON TEMOIN / RHODO

? « avez-vous dansvotre clientele d’autres haras de plus de 15 naissances par an qui ont des cas

fréquents de rhodococcose ? »

NB : Tous les élevages cités ne seront pas forcément appelés dans un premier temps, cela
dépendra de leur ordre déterminé par tirage au sort.
Nous vous remercions, et vous faisons parvenir un courrier résumant les objectifs de notre étude.
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Annexe 5 : Courrier envoyé aux vétérinaires apres le contact
téléphonique pour compléter les informations sur les élevages de leur
clientele

ANSES —Dozulé

Institut de Pathologie du Cheval

Unité Epidémiologie et anatomie pathologique
14 430 GOUSTRANVILLE

Chere consceur, cher confrere,

Suite a notre appel téléphonique nous vous faisons parvenir un résumé du déroulement de
I’étude Rhodococcose 2012 que nous souhaitons réaliser. Depuis de nombreuses années, notre
laboratoire s’investit pouraméliorer les connaissances scientifiques sur ce tte maladie qui cause des
pertes importantes tant économiques que sportives dans les élevages bas-normands.

En 2005, une étude a I’échelle régionale a montré que les facteurs de risques principaux
associés audéveloppement de la maladie étaient un nombre de naissances annuelles supérieur a 15
et un environnement poussiéreux des poulains. En 2010 et 2011, nous avons mis au point une
technique de quantification de la bactérie dans I’air et nous I’avons testée avec succés dans deux
haras.

Cet outil devrait permettre de déterminer I'existence de zones a risque et d’aider a la
prévention de la maladie.

Cette année, nous souhaitons valider cet outil plus a grande échelle par la réalisation de
mesures dans 28 haras (des haras témoins et des haras présentant des cas de rhodococcose). A cet
effet, nous avons constitué deux listes d’élevages de plus de 15 naissances (témoins et atteints) a
partir de la base SIRE et de |la base de données des autopsies.

Par tirage au sort, nousavonsretenul’élevage...entant qu’élevagesain/atteint, pour lequel
vous avezadressé une ou plusieurs demande d’autopsie a notre laboratoire. Nous vous remercions
d’avoiraccepté que nous contactions cet élevage pourlui proposerde participer a notre enquéte. Si
ce dernier répond favorablement, nous vous recontacterons en fin de saison pour affiner nos
informations sur I’état sanitaire de I’élevage et vous faire part des résultats de |’étude.

Dans les élevages qui accepteront de participer, nous réaliserons une série de mesures de
guantification de labactérie dans|’air (appareil porté par une jument suitée) et dans le sol ; et nous
remplirons un court questionnaire avec |’éleveur afin d’obtenir des informations sur le statut de
I’élevage par rapport aux facteurs de risques décrits comme favorisant I'apparition de la maladie
(taille de I’élevage, présence d’animaux en transit...).

Les données de cette étude seront centralisées et traitées a I’ANSES de Dozulé avec
engagement de confidentialité.

En vous remerciant par avance pour votre attention.
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Annexe 6 : Questionnaire envoyé aux vétérinaires en méme temps que
le courrier précédent

ENQUETE RHODOCOCCOSE 2012

Merci de nous retourner cette fiche complétée avec I'enveloppe jointe

Nnowmetprénom:

ADRESSE: _ _ _ _

Quels sont vos principaux criteres diagnostiques pour conclure a un cas de rhodococcose ?

Nombre de poulains ayant développé une pneumonie a Rhodococcus equi (ou pneumonie avec tres
forte suspicion de rhodococcose) :
Elevage 1:

- En2011:

- En2010:

- En 2009 :
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Annexe 7 : Etude de la variabilité de la vitesse de rotation des CIP en
fonction de la coupelle utilisée

Sur chacune des 6 coupelles disponibles au laboratoire, nous avons fixé deux bandes réfléchissantes
diamétralement opposées, surle bord extérieur de lacoupelle, afin de pouvoir déterminersa vitesse
derotation a I’aide d’'untachymetre laser. Puis nous avons mesuré la vitesse de chacun des trois CIP
apparié avec chaque coupelle disponible obtenue aprés stabilisation de la vitesse de rotation, en
réalisant trois mesures distinctes a chaque fois.

Vitesse de rotation moyenne en fonction de
la coupelle utilisée

-8000

Esooo
-4000
Ezooo
o | | | | |
1 2 3 4 5 6

Numéro de la coupelle utilisée

Vitesse de rotation

IIn"y a pas de différencesignificative de vitesse de rotation en fonction de la coupelle utilisée
(test de Wilcoxon).

Moyenne de vitesse de rotation en
fonction du moteur utilisé

8000

ion

6000 -
000 -

N B
o

o

o

|

Vitesse de rotat

o
|

1 2 3
Numéro du moteur du CIP

IIn’y a pas de différencesignificative de vitesse de rotation en fonction du moteur utilisé (test
de Wilcoxon). Nous avons donc choisi de suivre le fonctionnement des appareils au cours de la saison
de prélevements en utilisant toujours la méme coupelle test, seule a garder les bandes
réfléchissantes permettant la mesure a I’aide du tachymetre laser et utilisé les autres coupelles au
hasard pour les prélevements. Cette manipulation nous a aussi permis de nous rendre compte la
vitesse de rotation de I’appareil diminue fortement silacoupelle n’est pas fermement emboitée dans
le moteur, ce qui entraine une vibration de tout le dispositifainsi qu’un bruitanormal lors de la mise
en fonctionnement.
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Annexe 8 : Description des variables utilisées

Nom du champ

type de données

Description

id_haras
Statut
Statut_modifié
date_visite
an_creation
date_intro_cv
race

cas_2009
cas_2010
cas_2011
naiss_2011

prevalence_2011

cas_2012
diag_conforme

vacc_poulinieres

vacc_poulains
nb_cv

nb_poulinieres_res
nb_poulinieres_passage

sth_cv
foals_res_2012

foal_passage_2012

sth_foals
cap_accueil

critere_limitant_accueil

nb_etalons
nb_cv_>lan
personnel

nb_cv/personnel

Texte
Texte
Texte
Texte
Texte
Texte
Texte
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Texte
Texte
Texte
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Texte
Texte
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique

Numéro de I'élevage

Statut de |'élevage au début de |'étude, lors du recrutement

Statut de |'élevage défini en fonction de I'historique des cas comprenant'année 2012
Date alaquelleles prélévements ont été effectués

Date de création du haras

Date depuislaquelle des chevauxsont présentssurlesterres

Race de chevaux dans|'élevage

Nombre de cas de rhodococcose pulmonaire sur des poulains en 2009
Nombre de cas de rhodococcose pulmonaire surdes poulains en 2010
Nombre de cas de rhodococcose pulmonaire surdes poulainsen 2011
Nombre de poulains nés en 2011

Prévalence de rhodococcose pulmonaire surdes poulains en 2011
Nombre de cas de rhodococcose pulmonaire surdes poulains en 2012
Evaluation de la pertinence des modalités diagnostiques décrites parl'éleveur
Vaccination des poulinieres contre Rhodococcus equi

Vaccination des poulains contre Rhodococcus equi

Nombre de chevaux dans|'élevage

Nombre de pouliniéres présentes toutel'annéedans|'élevage
Nombre de pouliniéres de passage dans |'élevage

Surface Totale en Herbe utilisée pourl'élevage des Chevaux

Nombre de poulains nésen 2012 de pouliniéres résidentes

Nombre de poulains présentsen 2012 nés d'une pouliniére de passage
Surface Totale en Herbe utilisée pourl'élevage des poulains

Evaluation parl'éleveur du nombre de chevaux présents enfonction de ses capacités d'accueil

Evaluation parl'éleveurdu critéere limitantle nombre de chevaux dans I'élevage
Nombre d'étalons présents dans|'élevage

Nombre de chevaux de plusd'unan présentsdans|'élevage

Nombre d'UTH travaillantsurle haras

Rapport entre le nombre de chevaux et le personnel présents dans I'élevage



Nom du champ

type de données

Description

poulinieres_exterieures
nb_poulinieres_ext
melange

guarantaine
partage_soufflage
partage_echographie
partage_insemination
partage_herbages
partage_paddock
partage_vehicule
logement_poulinieres
batiment_separe_poulains
proximite_fumiere
salle_echographie
salle_echo_propre
aire_attente_echo_terre
naiss_janv_fev
naiss_mars_avril

Nom du champ
naiss_mai_juin
naiss_juillet_aout
ctrl_qualite_colostrum
dosage_lIg
env_poulains_poussiereux

Binaire
Numérique
Binaire
Numérique
Binaire
Binaire
Binaire
Binaire
Binaire
Binaire
Texte
Numérique
Numérique
Binaire
Binaire
Binaire
Numérique
Numérique
type de données
Numérique
Numérique
Binaire
Binaire
Binaire

Présence ou absence de poulinieres de passage dans |'élevage

Nombre de pouliniéres de passage dans|'élevage

Mélange ou non des pouliniéres de passage avecles animaux résidents

Durée de la période de quarantaine

Partage on non de labarre de soufflage entre pouliniéres de passage et résidentes
Partage ou nonde labarre d'échographie entre pouliniéres de passage et résidentes
Partage ou non de labarre d'insémination entre poulinieres de passage et résidentes
Partage ou non des herbages entre pouliniéres de passage et résidentes

Partage ou non des paddocks entre pouliniéres de passage et résidentes

Partage ou non des moyens de transport entre pouliniéres de passage et résidentes
Type de logement de pouliniéres suitées

Distance approximative séparantle logement des pouliniéres suitées des autres batiments d'élevage
Distance approximative séparant le logement des poulinieres de lafumiére
Présence ou absence d'une salle d'échographie

Appréciation parles enquéteurs de la propreté de lasalles d'échographie

Présence ouabsence d'une aire poussiéreuse devantlasalle d'échographie
Pourcentage de naissances enjanvieretfévrier

Pourcentage de naissances en mars etavril

Description

Pourcentage de naissances en maietjuin

Pourcentage de naissances enjuillet et Aolt

Le dosage des IgG dans le colostrum est-il réalisé réguliéerement?

Le dosage des IgG dans le sang des poulains est-il réalisé régulierement?
Appréciation parlesenquéteursde laqualité de I'environnement des poulains
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Nom du champ

type de données Description

surf_champ
chargement_max_champ
repos_champ

vent_champ

temperature_champ
humidite_champ
note_poussiere_champ
chargement_champ
proportion_terre_champ
proportion_herbe_champ
nb_aires_sans_herbe_champ
cip_utilise_champ
tachymetre_debut_champ
debut_privmt_air_champ
tachymetre_fin_champ
fin_prlvmt_air_herbage
pH_terre_champ
humidite_terre_champ
volume_cip_champ
concentration_requi_air_p+_champ
concentration_requi_air_p-_champ
concentration_requi_p+_terre_champ_entree_Ocm

concentration_requi_p+_terre_champ_entree_5cm

concentration_requi_p+_terre_champ_abreuvoir_Ocm
concentration_requi_p+_terre_champ_abreuvoir_5cm

concentration_requi_p+_terre_champ_centre_0Ocm
concentration_requi_p+_terre_champ_centre_5cm
concentration_requi_p-_terre_champ_entree_0Ocm
concentration_requi_p-_terre_champ_entree_5cm

concentration_requi_p-_terre_champ_abreuvoir_0cm
concentration_requi_p-_terre_champ_abreuvoir_5cm

concentration_requi_p-_terre_champ_centre_Ocm
concentration_requi_p-_terre_champ_centre_5cm

Numérique
Numérique
Binaire

Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique

Surface du champ utilisé pour les prélévements

Nombre maximal de pouliniéres suitées présentes simultanément dans lechamp
Amménagement d'une période sans animaux pour lechamp

Vitesse du vent mesurée dans le champ au moment du prélévement d'air
Température de |l'airrelevéedans le champ pendant le prélevement d'air
Humidité relativede I'air relevée pendant le préévement d'air

Evaluation de la quantité de poussiéres dans lechamp (note de A a D)

Nombre de pouliniéres suitées présentes surle champ durantle prélevement d'air
Pourcentage de la surfaceduchamp en terre

Pourcentage de la surfaceduchamp en herbe

Nombre d'aires sans herbes dans lechamp

Numéro du moteur de CIP utilisé pourleprélevement d'air danslechamp

Vitesse de rotation de la coupelledu CIP avant le préléevement d'air dans lechamp
Heure de début du prélevement d'air danslechamp

Vitesse de rotation de la coupelledu CIP apres le prélevement d'air dans lechamp
Heure de fin de préléevement d'air dans lechamp

pH de la terre du champ

Humidité de la terre du champ

Volume de BHI restantdans la coupelledu CIP apres le prélévement d'air dans lechamp

Concentration en UFC/m3 d'airdeR equi virulentdans |'air duchamp
Concentration en UFC/m3 d'air deR equi non virulentdans I'air du champ
Concentration de R equi virulentdans la terre en surfacea l'entrée du champ
Concentration de R equi virulentdans la terre a 5cm a l'entrée du champ
Concentration de R equi virulentdans la terre en surfacea proximitéde I'abreuvoir
Concentration de R equi virulentdans la terre a 5cm a proximité de |'abreuvoir
Concentration de R equi virulentdans la terre en surfaceau centre du champ
Concentration de R equi virulentdans la terre a 5cm au centre du champ
Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfacea I'entrée du champ
Concentration de R equi non virulentdans la terre a 5cm a l'entrée du champ

Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfacea proximitéde I'abreuvoir

Concentration de R equi non virulentdans la terre a 5cm a proximité de |'abreuvoir
Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfaceau centre du champ
Concentration de R equi non virulentdans la terre a 5cm au centre du champ




Nom du champ

type de données Description

surf_paddock Numérique Surface du paddock utilisé pour les prélevements

chargement_max_paddock Numérique Nombre maximal de pouliniéres suitées présentes simultanément dans lepaddock
repos_paddock Binaire Amménagement d'une période sans animaux pour le paddock

vent_paddock Numérique Vitesse du vent mesurée dans le paddockau moment du prélevement d'air
temperature_paddock Numérique Température de I'air relevéedans le paddock pendant le prélevement d'air
humidite_paddock Numérique Humidité relativede |'air relevée pendant le prélevement d'air dans le paddock
note_poussiere_paddock Numérique Evaluation de la quantité de poussiéres dans le paddock (note de A a D)
chargement_paddock Numérique Nombre de pouliniéres suitées présentes sur le paddock durant le prélevement d'air
proportion_terre_paddock Numérique Pourcentage de la surfacedu paddock en terre

proportion_herbe_paddock Numérique Pourcentage de la surfacedu paddock en herbe

nb_aires_sans_herbe_paddock Numérique Nombre d'aires sans herbes dans le paddock

cip_utilise_paddock Numérique Numéro du moteur de CIP utilisé pour le préléevement d'air dans le paddock
tachymetre_debut_paddock Numérique Vitesse de rotation de la coupelledu CIP avant le préléevement d'air dans le paddock
debut_prlvmt_air_paddock Numérique Heure de début du prélevement d'air dans le paddock

tachymetre_fin_paddock Numérique Vitesse de rotation de la coupelledu CIP apres le prélévement d'air dans le paddock
fin_prlvmt_air_paddock Numérique Heure de fin de prélévement d'air dans le paddock

pH_terre_paddock Numeérique pH de la terre du paddock

Humidite_terre_paddock Numérique Humidité de la terre du paddock

volume_cip_paddock Numeérique Volume de BHI restantdans la coupelledu CIP apres le préléevement d'air dans le paddock
concentration_requi_air_p+_paddock Numérique Concentration en UFC/m3 d'airdeR equi virulentdans I'air du paddock
concentration_requi_air_p-_paddock Numeérique Concentration en UFC/m3 d'air deR equi non virulentdans I'air du paddock
concentration_requi_p+_terre_paddock_entree_Ocm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre en surfaceal'entrée du paddock
concentration_requi_p+_terre_paddock_entree_5cm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre 8 5cm a I'entrée du paddock
concentration_requi_p+_terre_paddock_abreuvoir_0cm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre en surfacea proximitéde |'abreuvoir
concentration_requi_p+_terre_paddock_abreuvoir_5cm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre a 5cm a proximité de |'abreuvoir
concentration_requi_p+_terre_paddock_centre_Ocm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre en surfaceau centre du paddock
concentration_requi_p+_terre_paddock_centre_5cm Numérique Concentration de R equi virulentdans la terre &8 5cm au centre du paddock
concentration_requi_p-_terre_paddock_entree_Ocm Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfacea l'entrée du paddock
concentration_requi_p-_terre_paddock_entree_5cm Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre a 5cm a I'entrée du paddock
concentration_requi_p-_terre_paddock_abreuvoir_0cm  Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfacea proximitéde |'abreuvoir
concentration_requi_p-_terre_paddock_abreuvoir_5cm  Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre & 5cm a proximité de I'abreuvoir
concentration_requi_p-_terre_paddock_centre_Ocm Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre en surfaceau centre du paddock
concentration_requi_p-_terre_paddock_centre_5cm Numérique Concentration de R equi non virulentdans la terre a 5cm au centre du paddock
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Nom du champ

type de données Description

surf_box

fg_retrait_crottins

vent_box

temperature_box

humidite_box

type_sol_box

type_litiere_box

proprete_litiere_box

ventilation_box

cip_entree_box

cip_fond_box
tachymetre_debut_box_entree
tachymetre_debut_box_fond
debut_prlvmt_air_box
tachymetre_fin_box_entree
tachymetre_fin_box_fond
fin_prlvmt_box
volume_cip_box_entree
volume_cip_box_fond
concentration_requi_air_p+_box_entree
concentration_requi_air_p-_box_entree
concentration_requi_air_p+_box_fond
concentration_requi_air_p-_box_fond
requi_p+_sol_box

requi_p-_sol_box

Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Texte

Texte

Texte

Texte

Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique
Numérique

Surface du box utilisé pourles prélévements

Durée enjours entre deux retraits de crottins dans le box

Vitesse duvent mesuréedans le box pendant le prélévement d'air

Température de |'air relevée pendant le prélévement d'air dans le box

Humidité relative de |'air dans le box pendant le prélevement d'air

Composition du sol du box

Type de litiére utilisée dans le box

Evaluation de lapropreté de lalitiere dansle box pendantle prélevement d'air
Evaluation de laventilation du box

Numéro du moteurde CIP utilisé pourle prélevementd'airal'entrée du box
Numéro du moteurde CIP utilisé pour le préléevementd'airaufond du box

Vitesse de rotation de lacoupelledu CIP a I'entrée du box avant le prélevement d'air
Vitesse de rotation de lacoupelledu CIP aufond du box avant le prélevement d'air
Heure de début du prélévement d'airdansle box

Vitesse de rotation de lacoupelledu CIP a I'entrée du box apres le prélevement d'air
Vitesse de rotation de lacoupelledu CIP au fond du box aprés le prélevement d'air
Heure de fin de prélevement d'air dans le box

Volume de BHIréupéré danslacoupelle duCIP a I'entrée du box enfin de prélevement
Volume de BHI réupéré dans lacoupelle du CIP aufond du box en fin de prélévement
Concentrationen UFC/m3d'air de R equivirulentdans|'airde I'entrée du box
Concentration en UFC/m3d'air de R equi nonvirulentdans |'airde I'entrée du box
Concentration en UFC/m3d'air de R equi virulent dans|'airdu fond du box
Concentration en UFC/m3d'air de R equi nonvirulent dans|'airdu fond du box
Concentrationde Requi virulentsurle sol du box

Concentration de Requinonvirulentsurle sol du box
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Annexe 9 : Présentation des résultats : Questionnaire épidémiologique 1/2

id_har Statut diag_conforme vacc_poulini vacc_poul nb_cv nb_poulini nb_poulinier sth_ foals_res_2 foal_passage_ sth_fo
as eres ains eres_res es_passage cv 012 2012 als
TO TEMOIN oul NON NON 50 25 0 55 15 0 45
RO ATTEINT  OUI NON NON 70 14 30 50 27 10 15
H1 ATTEINT  OUI NON NON 100 26 20 125 18 3 40
H2 ATTEINT  OUI oul NON 200 70 40 120 55 25 120
H3 ATTEINT  OUI NON NON 70 24 0 72 25 0 40
H4 SPORAD  OUI NON NON 160 25 0 150 20 0 100
H5 TEMOIN oul NON NON 90 35 5 120 22 13 120
H6 TEMOIN oul NON NON 150 15 50 38 12 40 10
H7 SPORAD OuUl NON oul 220 45 15 110 33 8 60
H8 ATTEINT  OUI Ooul NON 65 25 0 85 24 0 20
H9 ATTEINT  OUI NON NON 70 14 30 50 27 10 15
H10 ATTEINT  OUI NON oul 80 40 10 70 24 10 70
id_har Statut cap_accueil critere_limitant nb_etal nb_cv_> personnel nb_cv/perso poulinieres_ nb_poulini melange

as _accueil ons lan nnel exterieures eres_ext

TO TEMOIN  ATTEINTE HERBAGES 0 39 6 8,33333333 0 0 0
RO ATTEINT  ATTEINTE MAIN CEUVRE 3 30 4 17,5 oul 30 NON

H1 ATTEINT  NONATTEINTE BOXES 5 50 9 11,1111111 oOUI 20 oul

H2 ATTEINT  ATTEINTE TOUS 1 80 5 40 OuUl 40 Oul

H3 ATTEINT  ATTEINTE HERBAGES 0 40 5 14 NON 0 NON

H4 SPORAD NONATTEINTE MAIN D'CEUVRE 5 50 2 80 Oul 99 NON

H5 TEMOIN NON ATTEINTE 1 40 6 15 Ooul 13 Ooul

H6 TEMOIN  ATTEINTE HERBAGES 4 3 50 oOul 150 NON

H7 SPORAD  DEPASSEE HERBAGE 2 110 9 24,4444444  QUI 15 Oul

H8 ATTEINT  DEPASSEE BOXES 1 30 6 10,8333333 NON 0 NON

H9 ATTEINT  ATTEINTE MAIN CEUVRE 3 30 4 17,5 oOul 30 NON

H10 ATTEINT  ATTEINTE BOXES 0 30 3 26,6666667 OUI 10 oul
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Annexe 10 : Présentation des résultats : Questionnaire épidémiologique 2/2.
id_ Statut quara partage_s partage_ec partage_in partage_ partage_ partage_v logement_ batiment proximit salle_ech
har ntaine oufflage hographie  semination herbages paddock ehicule poulinieres _separe_ e_fumier ographie
as poulains e
T0O TEMOIN 0 BOXES oul 50 NON
RO  ATTEINT OUI oul oul oul NON NON oul BOXES oul NON oul
H1  ATTEINT 21 NON oul oul oul oul NON BOXES oul 100 Oul
H2  ATTEINT NON ABSENT oul oul oul NON oul BOXES oul 50 Oul
H3  ATTEINT 15 NON NON NON NON NON NON BOXES oul 500 Oul
H4 SPORAD NON NON oul oul NON NON NON BOXES oul 0 Oul
H5 TEMOIN 15 NON oul Ooul oul BOX/STABU QUI 500 NON
H6 TEMOIN NON oul oul NON NON oul BOXES NON 50 Oul
H7 SPORAD NON oul SO SO Ooul oul NON BOXES 100 500 NON
H8 ATTEINT SO NON NON NON NON NON NON BOXES 75 50 Oul
H9  ATTEINT OUI oul Ooul Ooul NON NON Ooul BOXES oul NON oul
H10 ATTEINT NON oul oul -- oul oul Ooul BOXES oul 80 OUul
id_ha Statut salle_echo_propr aire_attente_ech naiss_jan naiss_mars naiss_mai naiss_juille ctrl_qualite dosag env_poulains
ras e o_terre v_fev _avril _juin t_aout _colostrum e_lg _poussiereux
TO TEMOIN 0 0 50% 50% 0% 0% Oul Ooul NON
RO ATTEINT oul NON 25% 50 oul oul NON
H1 ATTEINT Ooul NON 25% 65% 10% 0% Oul Ooul oul
H2 ATTEINT oul oul 20% 60% 20% 0% NON NON oul
H3 ATTEINT oul Ooul 32% 52% 16% 0% Oul Ooul oul
Ha SPORAD oul NON 30% 70% 0% 0% Oul NON oul
H5 TEMOIN NON NON 32% 68% 0% 0% Oul Ooul oul
He6 TEMOIN oul NON oul oul NON
H7 SPORAD NON oul 30% 70% 0% 0% Oul NON oul
H8 ATTEINT oul NON 62,50% 37,50% 0% 0% Oul NON NON
H9 ATTEINT oul NON 25% 50 Ooul Ooul NON
H10  ATTEINT oul oul 29,40% 61,80% 8,80% 0% NON oul oul
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Annexe 11 : Présentation des résultats : Caractéristiques des champs.

id_haras Statut surf_  chargement_ repos_ vent_c temperat humidit note_pouss chargeme proportion_ proportion_her
cham max_champ champ hamp ure_cham e_cham iere_cham nt_champ terre_cham be_champ
P P P P P
TO TEMOIN 3 6 OUl 0,8 25,9°C 49,20% A 200% 1% 99%
RO ATTEINT 5 10 NON 2,5 26,0°C 55,40% A 700% 3% 97%
H1 ATTEINT 6 15 Oul 0,8 20,2°C 66,40% A 1300% 10% 90%
H2 ATTEINT 1,8 5 Oul 2,9 22 50% A 400% 4% 96%
H3 ATTEINT 6 8 Oul 1,3 30,7 53% A 600% 2% 98%
H4 SPORAD 4 4 0ul 3,5 21,5 55,60% A 200% 0% 100%
H5 TEMOIN 2 5 Oul 1,1 24,2 3980% B 500% 5% 95%
H6 TEMOIN 5 15 Oul 0,4 25,5 51,20% A 800% 2% 98%
H7 SPORAD 4,5 20 Oul 0,6 20,9 71% A 500% 7% 93%
H8 ATTEINT 3 4 NON 0,7 34,5 40,50% A 300% 1% 99%
H9 ATTEINT 5 10 NON 4,3 22,7 53,5 B 500% 2% 98%
H10 ATTEINT 4 6 OuUl 1,5 21 63 B 400% 4% 96%
id_h Statut nb_aires_sans cip_utili tachymetre_d debut_prlvmt_ tachymetre_f fin_prlvmt_ai pH_terre humidite_ter volume_ci
aras _herbe_cham se_cha ebut_champ air_champ in_champ r_herbage _champ re_champ p_champ
P mp
TO TEMOIN 2 2 13650 11:20 13860 12:50 0,45
RO  ATTEINT 3 3 12792 15:20 11850 16:50 1,5
H1  ATTEINT 2 1 11460 09:49 13501 11:19 1,5
H2  ATTEINT 5 2 13220 11:50 13565 13:22 7,1 17% 0,9
H3  ATTEINT 4 2 13618 12:49 13453 14:19 7,58 22,30% 0,6
H4  SPORAD 1 3 12830 12:18 13108 13:48 6,99 30,50% 0,9
H5 TEMOIN 4 1 12:15 13:45 6,86 24,10% 0,5
H6  TEMOIN 5 2 13460 09:55 13059 11:25 7,7 21,15% 0,8
H7  SPORAD 6 2 12737 10:00 12712 11:30 7,7 20,50% 0,2
H8  ATTEINT 2 1 13410 12:10 12864 13:40 7,5 23,15% 0,2
H9  ATTEINT 5 3 13699 11:52 12886 13:22 7,75 20,40% 0,5
H10 ATTEINT 3 1 13430 10:00 13460 11:30 7,65 21,75% 1
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Annexe 12 : Présentation des résultats : Isolement de Rhodococcus equi dans les champs

concent concent concent concent concent concent concent concent concent concent concent

. . . . . . . . . . . concentrat

concent concent ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r .
ration_r ration_r equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p- equi_p- equi_p- equi_p- equi_p- |on_r¢fqu|_

id_haras Statut equi_air equi_air _terre_c _terre_c _terre_c _terre_c _terre_.c _terre_c _terre_c _terre_c _terre_c _terre_c _terre_c P

_terre_cha

_pt+_ch _p- hamp_e hamp_e hamp_a hamp_a hamp_c hamp_c hamp_e hamp_e hamp_a hamp_a hamp_c ‘
amp _champ  ntree_0 ntree_5 breuvoir breuvoir entre_0 entre_5 ntree_0 ntree_5 breuvoir breuvoir entre_0 mp—;:: re

cm cm _0cm _5cm cm cm cm cm _0cm _5cm cm -

TO TEMOIN 0 13,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RO ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 400 1200 2000 0 2400 1200
H1 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 800 1200
H2 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 400 400 0 0
H3 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H4 SPORAD 0 0 0 0 0 800 0 0 0 0 0 400 400 0
H5 TEMOIN 1,67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 400 0
H6 TEMOIN 2,67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H7 SPORAD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 400 0 0
H8 ATTEINT 0 0,67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H9 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1200
H10 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Annexe 13 : Présentation des résultats : Caractéristiques des paddocks

id_haras  Statut surf_paddoc chargement_ repos_p vent_p temperatur humidite note_poussi chargemen proportion_t
k max_paddoc addock addoc e_paddock _paddock ere_paddock t_paddock erre_paddoc
k k k
T0 TEMOIN 1855 1 Oul 1 22,8 54,40% A 200% 4%
RO ATTEINT 2250 1 NON 0,7 24,0 55,40% B 100% 10%
H1 ATTEINT 525 1 NON 1,1 204 63,70% B 100% 100%
H2 ATTEINT 9000 20 Oul 2,5 20,5 5050,00% A 700% 5%
H3 ATTEINT 2500 1 Oul 0,6 25,1 69,60% B- 100% 15%
H4 SPORAD 450 2 0ul 1,2 20,3 5430,00% B- 200% 90%
H5 TEMOIN 5500 2 0ul 1 22,0 46,40% B 100% 4%
H6 TEMOIN 4500 2 0ul 0,7 26,6 43,40% B+ 100% 7%
H7 SPORAD 0,4 8 NON 0,5 28,1 52,60% A- 100% 8%
H8 ATTEINT 13000 4 NON 1,3 23,0 56,20% A- 400% 4%
H9 ATTEINT 2250 1 NON 2,3 19,9 63,50% B 100% 1%
H10 ATTEINT 10000 4 Oul 2,3 21,0 5950,00% B 100% 7%
id_har Statut proportion nb_aires_s cip_utilise tachymetre_d debut_prlvmt tachymetre_ fin_prlvmt_ pH_terre Humidite_ volume_cip_
as _herbe_pa ans_herbe _paddock ebut_paddock _air_paddock fin_paddock air_paddock _paddock terre_padd paddock
ddock _paddock ock
T0 TEMOIN 96% 3 2 13593 09:35 13650 11:05 0,6
RO ATTEINT 90 3 3 13640 14:15 12780 14:40 1,8
H1 ATTEINT 0% TOTAL 1 13501 11:50 12034 13:20 0,9
H2 ATTEINT 95 4 3 12008 10:10 12620 11:40 7,02 26,62% 1
H3 ATTEINT 85% 4 2 13610 10:25 13618 12:05 7,4 26,60% 0,5
H4 SPORAD 10% 1 2 12865 10:30 12730 12:00 7,1 7,30% 1
H5 TEMOIN 96% 3 2 10:00 11:30 6,9 24,10% 0,9
H6 TEMOIN 93% 6 2 13059 11:50 13038 13:20 7,74 22,00% 0,25
H7 SPORAD 92% 7 2 12712 12:12 12859 13:42 7,67 24,75% 0,3
H8 ATTEINT 96% 4 2 12680 10:14 13134 11:45 7,53 21,80% 0,4
H9 ATTEINT 96% 5 1 13200 09:45 13475 11:15 8,32 18,75% 0,85
H10 ATTEINT 93% 2 3 13210 11:50 12950 13:20 7,35 2390,00% 0,35
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Annexe 14 : Présentation des résultats : isolement de Rhodococcus equi dans les paddocks

id h Statut concen concent concent concent concent concent concent concent concent concent concent concent concent  concent
a rgs tration ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r ration_r
_requi equi_air equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p+ equi_p- equi_p- equi_p- equi_p- equi_p- equi_p-
_air_p+ _p- _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_  _terre_
_paddo _paddoc paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddock paddoc
ck k _entree _entree _abreuv _abreuv _centre _centre _entree _entree _abreuv _abreuv _centre k_centr
_0Ocm _5cm oir_Ocm oir 5cm _Ocm _5cm _0Ocm _5cm oir_Ocm oir_ 5cm _Ocm e_5cm
T0 TEMOIN 0 6,1 0 0 0 0 0 0 1200 1600 0 1200 0 0
RO ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 400 800 0 1200 800
H1 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H2 ATTEINT 0 0 800 0 0 0 0 0 400 800 0 0 400 1200
H3 ATTEINT 0 0 0 0 0 0 0 800 0 0 0 0 0 400
H4 SPORAD 0 0 0 0 0 400 0 0 0 0 0 400 0 0
H5 TEMOIN 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H6 TEMOIN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H7 SPORAD 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H8 ATTEINT 0 0 0 800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H9 ATTEINT 2,84 0 0 0 0 0 0 800 0 0 0 0 0 0
H10 ATTEINT 26,62 2,34 0 0 0 400 0 0 0 0 0 0 0 0
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Annexe 15 : Présentation des résultats : Caractéristiques des boxes

id_haras Statut surf_bo fq_retrait vent_box temperature humidit type_sol type_litiere proprete_li ventilation_box
X _crottins _box e_box _box _box tiere_box
T0 TEMOIN NR 1 0 24 59,00% BETON PAILLE PROPRE SATISFAISANT
RO ATTEINT NR 1 0 25 57,20% BETON PAILLE PROPRE SATISFAISANT
H1 ATTEINT NR 30 0 18,6 69,50% BETON PAILLE SOUILLEE NON ATISFAISANT
H2 ATTEINT 4 30 0 23,5 55 BETON PAILLE SOUILLEE SUFFISANT
H3 ATTEINT 25 7 0 21,2 60% BETON PAILLE SOUILLEE SATISFAISANT
H4 SPORAD 80 99 0,1 22,1 53,60% TERRE PAILLE SOUILLEE SATISFAISANTE
H5 TEMOIN 25 1 0 22,3 53,50% BETON COPEAUX PEU SATISFAISANTE
SOUILLEE
H6 TEMOIN 40 30 0 25,8 45,80% BETON PAILLE PROPRE SATISFAISANTE
H7 SPORAD 8 7 0 23  71,20% BETON PAILLE PROPRE NON SATISFAISANTE
H8 ATTEINT 16 1 0,5 34 39% BETON PAILLE PROPRE SATISFAISANTE
H9 ATTEINT NR 1 0 19,9 NR BETON PAILLE PROPRE SATISFAISANT
H10 ATTEINT 16 4 NR NR NR BETON PAILLE
id_haras Statut cip_entr cip_fon tachymetre_debut_ tachymetre_de debut_prlvmt tachymetre_fin tachymetre_fi fin_prlv  volume_cip_b volume_cip_
ee_box d_box box_entree but_box_fond _air_box _box_entree n_box_fond mt_box  ox_entree box_fond
TO TEMOIN 3 1 13372 11670 09:50 13638 11785 11:20 14 1,3
RO ATTEINT 1 2 13630 13485 14:27 11710 12830 15:55 1,3 1,4
H1 ATTEINT 3 2 13503 12975 10:25 13685 12612 11:55 1,8 1,9
H2 ATTEINT 1 2 13500 12990 10:00 13601 13220 11:30 1,3 1,1
H3 ATTEINT 3 1 12493 11811 10:43 12236 13492 12:15 1,8 1,1
H4 SPORAD 1 3 13510 12480 10:40 12501 12830 12:10 15 1,4
H5 TEMOIN 3 1 10:15 11:45 1 1,8
H6 TEMOIN 1 3 13549 12062 10:40 13565 11691 12:30 0,9 1
H7 SPORAD 1 3 13545 13038 10:12 13213 12823 11:43 1,3 1,4
H8 ATTEINT 3 1 12014 12597 10:32 12158 13410 12:02 1,2 0,9
H9 ATTEINT 2 3 13460 13540 10:00 13650 13699 11:30 1,05 1,1
H10 ATTEINT NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
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Annexe 16 : Présentation des résultats, isolement de Rhodococcus equi dans les boxes

id_haras  Statut concentration_requi_ai concentration_requi concentration_requi_air_ concentration_requi_air requi_p+_s requi_p-
r_p+_box_entree _air_p-_box_entree  p+_box_fond _p-_box_fond ol_box _sol_box
TO TEMOIN 0 0 0 0
RO ATTEINT 0 0 0 0
H1 ATTEINT 0 0 0 0 0 0
H2 ATTEINT 0 4,3 0 4,3 0 0
H3 ATTEINT 0 0 0 0 0 0
H4 SPORAD 0 0 0 0 0 0
H5 TEMOIN 0 0 12 0 0 0
H6 TEMOIN 0 0 0 0 0 0
H7 SPORAD 0 0 0 0 0 0
H8 ATTEINT 0 0 0 0 0 0
H9 ATTEINT 0 0 0 0 0 0
H10 ATTEINT NR NR NR NR NR NR
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Summary

Rhodococcosis is the first cause of mortality for 1 to 6 months-old foals. Foals’ infection by
Rhodococcus equi virulent contaminated dusts is actually admitted. We achieved a comparative
studyin 3 healthy and 6 infected studs, in Basse-Normandie (France). In each location, we filled an
epidemiologicform, and made weather measurements, air and soil prelevements for bacteriological
analysis, in one box, one paddock and one field. Air prelevements, were made according to an
innoventtechnique developped in 2011 by the ANSES-Dozulé laboratory, with a device attached to
the mare, making a 90 minutes continuous prelevement. In the studied studs, results indicate that
paddock is the higher risk-zone for foals infection. On the other hand, in boxes we found very few
Rhodoccus equi, thattends to indicate that thisis not an important location for foals contamination.
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CORRELATION ENTRE LA PRESENCE DE RHODOCOCCUS EQUI

VIRULENT ET NON VIRULENT DANS L’ENVIRONNEMENT DES
POULAINS ET LA PRESENCE DE CAS DANS LES HARAS
EN BASSE-NORMANDIE

NOM et Prénom : ROY Edmond

Résumé

La rhodococcose estla premiére cause de mortalité chezle poulainde 1a 6 mois. Il est actuellement
admis que les poulains s’infectent principalement par inhalation de poussieres contaminées par
Rhodococcus equivirulent. Nous avons réalisé une étude comparative entre 3 haras sains et 6 haras
atteints de Basse-Normandie, comprenant un questionnaire épidémiologique, des mesures
climatiques, des prélevements d’air et de sol pouranalyse en bactériologie dans un box, un paddock
et un champ de chaque élevage étudié. Les prélevements d’air ont été réalisés a partir d’une
technique mise au pointaulaboratoire I’année derniére avec un appareil embarqué sur les juments
et réalisant un prélévement continu pendant 90 minutes. Les résultats semblent indiquer que le
paddockestlelieule plusa risque pourl’infection des poulains dans les haras étudiés. Dans le box,
tres peude Rhodococcus equiont été retrouvés, ce qui tend a prouver que les boxes ne sont pas un
lieu a risque pour I'infection des poulains dans les haras étudiés.
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