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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif aux méthodes de prévention et de lutte
contre larhodococcose du poulain.

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de 'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'ils peuvent comporter.

Elle contribue également & assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 3 mars 2017 par I'Institut Frangais du Cheval et de I'Equitation (IFCE)
pour la réalisation de I'expertise suivante : « Méthodes de prévention et de lutte contre la
rhodococcose du poulain ».

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

La rhodococcose est une maladie bactérienne respiratoire sévissant chez le poulain et ayant
de graves conséquences, car elle induit un taux de létalité d’environ 80% en I'absence de
traitement, le seul traitement aujourd’hui disponible étant une association de rifampicine
(antibiotique critique) et d’'un macrolide.

Cette maladie n’étant pas une maladie catégorisée (catégorie 1 ou 2), sa gestion ainsi que
'amélioration des connaissances sur cette maladie, par la recherche, relévent de l'initiative
des filieres équines.

Afin d’étre en mesure de consacrer ses fonds de recherche de fagon pertinente a la lutte
contre cette maladie, I'lFCE saisit 'Anses pour qu’'une expertise soit réalisée sur I'état des
connaissances scientifiques sur les moyens de prévention et de lutte et sur les
préconisations de recherche en la matiere

La présente saisine a donc pour double objectif :

- de réaliser un état des connaissances scientifiques sur la maladie et sur les moyens
de prévention et de lutte

- délaborer des recommandations de recherches permettant d’améliorer ces
connaissances et/ou d’améliorer la mise en ceuvre des méthodes disponibles.
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2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise collective a été confiée au comité d’experts spécialisé (CES) « Santé et bien-étre
des animaux » (SABA), qui a construit son analyse et ses conclusions sur la base d’un
rapport initial rédigé par cinq rapporteurs. Le CES SABA a validé I'analyse et les conclusions
de cette saisine lors de sa réunion du 8 mars 2018.

Dans le cadre de leurs travaux, les rapporteurs ont auditionné les demandeurs de la saisine,
des représentants des professionnels de la filiere équine ainsi que les deux laboratoires
francgais autorisés a fabriquer des auto-vaccins contre la rhodococcose équine (cf annexe 1).

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités
dans le cadre de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

La rhodococcose est une maladie infectieuse causée par la bactérie Rhodococcus equi (ou
Prescottia equi). Elle affecte des espéces animales variées, en particulier les équidés, et
'Homme.

Chez les équidés, elle affecte essentiellement le poulain 4gé de 3 semaines a 6 mois (le plus
souvent vers 2 mois), chez lequel la forme la plus fréquente et la plus caractéristique est une
bronchopneumonie pyogranulomateuse, d’évolution subaigué ou chronique, caractérisée par
le développement d’abcés pulmonaires dont la taille et le nombre sont en relation avec la
gravité de I'atteinte clinique et le pronostic. Il s’agit d’'une maladie insidieuse, dont les signes
clinigues se manifestent alors que les lésions pulmonaires sont déja bien développées
(Giguere et al. 2011). Des formes extrapulmonaires sont aussi décrites, associées ou non a
la forme pulmonaire : les plus communes sont intestinales (diarrhée, entérotyphlocolite
ulcérative), ostéo-articulaires (synovites, arthrites et/ou ostéomyélites), intra-abdominales
(lymphadénite, abcés) et oculaires (uvéite) (Cohen 2014b). La maladie (avec des
localisations similaires) est, en revanche, assez rare chez les chevaux adultes chez lesquels
elle est généralement le fait d’'une immunodépression ou d’affections intercurrentes
(Freestone et al. 1987). La rhodococcose ne se limite pas aux seuls équidés (Vazquez-
Boland et al. 2013). Elle est communément associée a une lymphadénite granulomateuse
des nceuds lymphatiques cervicaux et sous-maxillaires chez le porc ou le sanglier. Elle est
également décrite chez les bovins et les petits ruminants, notamment la chevre et,
occasionnellement, le chien et le chat. Considérée comme une zoonose potentielle
émergente par certains auteurs, la rhodococcose peut enfin affecter 'lHomme, mais se
développe essentiellement chez des sujets immunodéprimés (SIDA, lymphomes, leucémies,
cancers pulmonaires...) ou sous traitement immunodépresseur, la forme principale étant
dans ce cas une pneumonie.

Il faut noter que la rhodococcose équine est provoquée spécifiquement par des souches
hébergeant un plasmide de virulence contenant le gene vapA codant pour une lipoprotéine
VapA exprimée a la surface de la bactérie et lui conférant la capacité d’échapper a la
phagocytose et de se répliquer a I'intérieur des cellules cibles (cf. chapitre suivant).
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3.1. Connaissances sur I’agent pathogéne

L’agent pathogéne fut décrit pour la premiere fois en 1923 par Magnusson sous la
dénomination de Corynebacterium equi, aprés caractérisation d'un isolat issu du poumon
d’'un poulain atteint d'une pneumonie pyogranulomateuse, puis reclassée comme
Rhodococcus equi en 1977. Une proposition de reclassement dans un nouveau genre sous
la dénomination de Prescottia equi comb. nov. a été formulée en 2013 (Jones, Sutcliffe, et
Goodfellow 2013), mais c’est la dénomination R. equi qui prévaut toujours actuellement.

Cette bactérie, comme les bactéries des genres Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia
et Gordonia avec lesquels elle posséde certaines similitudes, notamment la possession
d’acides mycoliques, appartient a la famille des Nocardiaceae au sein de l'ordre des
Corynebacteriales. C’est une bactérie assez polymorphe (apparaissant, selon les conditions
et la phase de croissance, sous forme coccobacillaire, bacillaire ou filamenteuse) a Gram
positif et partiellement acido-résistante, capsulée, non mobile, non sporulante, aérobie
stricte. In vitro, sa température optimale de croissance est de 30°C (la croissance est plus
faible a 37°C, et s’interrompt & 10°C), pour un pH compris entre 7 et 7,5 (elle se développe
bien, néanmoins, a des pH compris entre 6 et 9) (Hughes et Sulaiman 1987).

R. equi cultive aisément sur les milieux d’usage courant, produisant sur milieu gélosé des
colonies muqueuses se pigmentant progressivement en orange ou rose saumon. |l est
aisément identifiable aprés culture sur la base de ses caractéres morphologiques, culturaux
et biochimiques.

La structure chimique de R. equi est bien connue. Cette bactérie se caractérise notamment :

- par une enveloppe cellulaire riche en lipides contenant notamment un acide
mycolique typique dont les chaines sont incorporées a des glycolipides et liées de
fagcon covalente au peptidoglycane-arabinogalactane constituant le squelette
bactérien pariétal (Sydor et al. 2013) ;

- par une capsule polysaccharidique (a l'origine du caractére mucoide des colonies
bactériennes) dont les propriétés antigéniques permettent de distinguer, parmi les
souches de R. equi, 27 sérotypes capsulaires (Prescott 1991) ;

- par la présence de pili (2 a 4 par cellule bactérienne) aux propriétés cyto-adhésives
incriminés dans l'attachement aux cellules épithéliales et aux macrophages (Letek et
al. 2010, Vazquez-Boland et al. 2013) ;

- par la présence a leur surface et/ou la sécrétion, exclusivement chez les souches
virulentes, de protéines dite Vap pour « virulence-associated protein » de 17-20 kDa
et 164-202 acides aminés (Letek et al. 2008, Vazquez-Boland et al. 2013). Parmi
celles-ci, la lipoprotéine dite VapA représente le facteur essentiel de virulence pour
les poulains infectés et un marqueur immunodominant de l'infection (impliqué dans
limmunisation des équidés et la production de sérums hyperimmuns). Exclusive chez
les équidés, cette protéine de virulence est remplacée dans les souches impliquées
dans la maladie chez le porc par une lipoprotéine distincte VapB, et chez les bovins
par une protéine VapN (Vazquez-Boland et al. 2013).

R. equi, dont le génome a été entierement séquencé, constitue une espece bactérienne
génétiquement homogéne. Pour la souche 103S d’origine équine séquencée, ce génome
consiste en un chromosome circulaire de 5043 170 paires de bases avec 4 525 geénes
probables et un grand plasmide circulaire conjugatif « pVAP » (ici pVAPA) de 80 610 paires
de bases contenant 73 genes probables, responsable de la virulence chez le poulain (Letek
et al. 2008). D’autres plasmides, aux fonctions inconnues, sont également identifiés chez
une partie des isolats (Duquesne et al., 2010). Les géenes impliqués dans la production des
facteurs de virulence sont identifiés dans le pVAP (pour les plus importants) et dans le
chromosome bactérien.
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Le pVAP, dont plusieurs copies peuvent étre hébergées dans une cellule
bactérienne, joue un réle clef dans le pouvoir pathogene. Les souches sans pVAP
sont considérées comme non virulentes.

Trois types de plasmides sont reconnus selon I'espéce héte : le pVAPA, dit aussi
« plasmide équin », caractérise les souches virulentes isolées dans les Iésions chez
les équidés ; ces souches different des souches isolées de lésions chez le porc,
caractérisées par la présence du pVAPB » (« plasmide porcin ») et de celles isolées
de lésions chez les bovins, qui hébergent un troisieme type de plasmide « non-A non-
B », dit pVAPN (qui, en fait, a la différence des pVAPA et B, est un réplicon linéaire)
(Ocampo-Sosa et al. 2007, Vazquez-Boland et al. 2013). L’association respective de
ces trois types de plasmides de virulence avec les équins, porcins et bovins suggere
une forte sélection liee a I'héte permettant I'acquisition du type de plasmide
correspondant par les souches (non virulentes) qui en sont dépourvues (Vazquez-
Boland et al. 2013). Les isolats humains peuvent, en revanche, appartenir a ces
différents types plasmidiques, ou étre parfois dépourvus de plasmide. Nous
évoquerons uniquement ici, compte tenu du sujet traité, les caractéristiques du
pVAPA. Ce plasmide (85 a 90 kb), typiquement associé aux souches pathogénes
équines réunit 4 groupes de genes : un groupe correspondant aux génes vap réunis
dans I'llot de pathogénicité (PAIl), un groupe de génes impliqués dans la réplication
du plasmide, un groupe impligué dans la conjugaison (dont le géne traA) et un
groupe de génes dont la fonction demeure inconnue. Neuf genes (et pseudogénes)
vap sont caractérisés dans le PAIl: vapA, -C, -D, -E, -G, -H, ainsi que les
pseudogénes vapF, -l et -X, auxquels s’ajoutent notamment des génes (tels que virR
et virS) régulant leur transcription (Letek et al. 2008, Vazquez-Boland et al. 2013).
Les mutants délétés vapA- perdent leur virulence, soulignant I'importance de ce
gene. Le role spécifique des autres genes vap demeure inconnu (Letek et al. 2008).
L’expression des génes vap est induite par des températures supérieures a 32°C, un
faible pH, un stress oxydatif et/ou de faibles concentrations en cations divalents tels
que Fe?*, Ca*" et Mg®* ((Von Bargen et Haas 2009), conditions qui sont rencontrées
in vivo, par exemple dans le phagosome des macrophages (Ren et Prescott 2003). In
vitro, la culture de R. equi a 37°C entraine aisément la perte du pVapA, conséquence
d’'une surexpression, a cette température, des génes de virulence, d’ou I'importance
de la culture a 30°C, cette température induisant généralement une régulation
négative de lI'expression des génes vap (Letek et al. 2010, Takai et al. 1992).
L’analyse des profils RFLP (« Restriction Fragment Length Polymorphism ») obtenus
apres digestion de 'ADN plasmidique par des endonucléases de restriction permet
de distinguer 12 types parmi les isolats équins : 4 types (I a IV) de 85 kb, 3 (1 a lll) de
87 kb et 5 types (I a V) de 90 kb (Venner et al. 2007). Ces types ne sont pas répartis
uniformément dans le monde : les types les plus fréquemment isolés chez des
poulains malades en Europe sont des plasmides du type 85 kb | (le plus fréquent) et
du type 87 kb I. Le type 85 kb Il a été identifié seulement chez des isolats francais.
Ces 3 types correspondent aux types plasmidigues identifiés en Basse-Normandie
(Duquesne et al. 2010, Petry et al. 2017).

L’intervention d'éventuels facteurs de virulence codés par des genes
chromosomiques est également suspectée ou caractérisée (Letek et al. 2010,
Prescott 1991, von Bargen et al. 2009). C'est le cas notamment d’exo-enzymes
(dénommés « equi factors ») comme des cholestérol-oxydases et une phospholipase,
de [lacide mycolique (incriminé dans la formation de granulomes), de
I'exopolysaccharide capsulaire et des pili. Les génes codant pour la capsule et les pili
cytoadhésifs sont localisés dans des ilots génomiques HGT (« horizontal gene
transfer »). 1l faut souligner également les interrelations entre le pVapA et de
nombreux génes chromosomiques (68 %), I'activation des génes de virulence
(observée par exemple in vitro & 37°C, pH 6,5) provoquant une sur-régulation des
géenes chromosomiques (Letek et al. 2010). Quelques études ont été menées afin de
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comparer, d’'un point de vue génétique, les souches isolées chez les équidés
malades ou leur environnement. Ainsi, des analyses électrophorétiques en champ
pulsé (PFGE) de 'ADN chromosomique révelent que plusieurs pulsotypes peuvent
étre différenciés au sein des souches appartenant & un méme type plasmidique
identifiées dans une exploitation donnée (Venner et al. 2007). Des analyses MLST
(« Multilocus Sequence Typing ») ont été aussi réalisées (Duquesne et al. 2017),
différenciant différents ST (« Sequence Type ») au sein d'un méme type plasmidique
parmi les souches isolées d’'une exploitation a l'autre, dans une méme exploitation,
voire chez un méme poulain. Aucune recherche n’a eu lieu jusqu’ici pour tenter
d’établir une relation entre certains pulsotypes ou certains ST et la virulence des
souches.

R. equi a la particularité d’étre une bactérie ubiquiste a la fois saprophyte du sol et
pathogéne opportuniste multi-h6tes chez lesquels elle se comporte en parasite
intracellulaire facultatif.

En tant que bactérie saprophyte du sol, R. equi dispose d’'un important équipement
enzymatique lui conférant la capacité de s’adapter a des substrats variés et de
survivre dans des milieux pauvres en nutriments. |l tolere une large gamme de pH,
acide (un pH 4 est bactériostatique, mais un pH inférieur est nécessaire pour son
inactivation, de l'ordre de 2,5 a 3) ou alcalin (entre 8,5 et 10) (Benoit et al. 2000,
Letek et al. 2010). Sa croissance dans le sol est facilitée par la présence de féces et
fumiers d’herbivores, en rapport avec leur richesse en acides gras (Barton et Hughes
1984, Prescott 1987) produits lors de la dégradation des hydrates de carbone par le
microbiote intestinal (Letek et al. 2010). En effet, R. equi, qui est dépourvu de
systeme de phospho-transférase (PTS) des glucides (Anastasi et al. 2016, Letek et
al. 2010), utilise principalement comme sources de carbone des acides organiques
(acétate, lactate, butyrate, etc.) et des acides gras. Il s’avére également que les
lipides constituent le principal substrat de croissance in vivo (Letek et al. 2010).

R. equi possede, par ailleurs, une bonne tolérance a la dessiccation et au stress
oxydatif. Cette tolérance est importante pour expliquer sa survie dans des sols secs
et sa transmission par des poussiéres aérosolisées (Vazquez-Boland et al. 2013). La
protection contre la déshydratation dans I'environnement naturel de la bactérie serait
notamment conférée par la capsule, qui pourrait ainsi représenter un facteur de la
transmission (Vazquez-Boland et al. 2013).

Comme expliqué précédemment, le caractere pathogéne de R. equi chez le poulain
est strictement associé a l'acquisition par la bactérie du pVAPA. Ces souches
inhalées par les poulains et phagocytées par les macrophages alvéolaires ont la
capacité, suite a l'expression des génes vap et la production des protéines
correspondantes, notamment la protéine VapA, de bloquer la maturation du
phagosome et d’empécher la fusion phagosome-lysosome, permettant a la bactérie
non seulement de survivre, mais également d’y proliférer, entrainant la nécrose et la
mort cellulaire (Prescott 1991, Von Bargen et Haas 2009). Les souches dépourvues
du plasmide de virulence sont, en revanche, détruites par les macrophages, et en
tout cas rapidement éliminées de l'appareil respiratoire. La virulence des souches
peut étre étudiée in vitro sur cultures de macrophages circulants ou alvéolaires, ou in
vivo en utilisant notamment un modéle souris (aprés inoculation IV ou intra-nasale),
la reproduction expérimentale de la maladie chez le poulain étant difficilement
utilisable en pratique (Gonzalez-lglesias et al. 2014, Von Bargen et Haas 2009). De
telles études montrent en particulier que si une simple délétion du géne vapA
entraine toujours la perte de la virulence de la souche (Jain, Bloom, et Hondalus
2003), lintroduction de ce seul géne est insuffisante pour restaurer la virulence,
montrant que d’autres génes du plasmide et, sans doute, du chromosome participent
a la virulence. Le modéle murin a également été utilisé pour étudier certains aspects
de la réponse immunitaire induite par R. equi et tester l'efficacité de certains
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candidats vaccins. Toutefois, I'extrapolation a 'espéce équine des résultats obtenus
chez la souris doit étre envisagée avec précaution.

Enfin la localisation intracellulaire de R. equi et la possession de nombreux déterminants de
résistance  aux antibiotiques chromosomiques (B-lactamases, aminoglycoside
phosphotransférases, pompes a efflux) (Letek et al. 2010) expliquent les difficultés
rencontrées pour traiter la maladie du fait de la perte de sensibilité in vivo de nombreux
antibiotiques  (pénicillines, céphalosporines, sulfamides, quinolones, tétracyclines,
clindamycine, et chloramphénicol).

3.2. Epidémiologie de la maladie, facteurs de risque et mesures sanitaires
3.2.1.Etat des connaissances

3.2.1.1. Epidémiologie descriptive

Maladie cosmopolite, la rhodococcose équine constitue un probleme infectieux majeur chez
les poulains de moins de 6 mois. L'incidence et la prévalence rapportées peuvent varier
selon les études en fonction du critére de détection utilisé : en effet, le nombre de poulains
exprimant cliniquement une pneumonie est inférieur au nombre de poulains porteurs de
Iésions détectées par échographie pulmonaire (Cohen 2014b).

La maladie peut s’exprimer sous forme sporadique dans certains élevages, généralement de
faible taille, ou enzootique dans d’autres, notamment ceux de grande taille ou la proportion
de poulains malades, plus importante, peut dépasser 20 % (Cohen 2009). Certains
vétérinaires indiquent avoir parfois observé que des poulains nés de certaines juments sont
fréquemment touchés par la maladie alors que ceux nés d’autres juments dans le méme
environnement ne développent pas de pneumonie (McQueen et al. 2015).

La rhodococcose équine est présente dans toutes les régions en France, ou elle affecte de
plus en plus d’élevages. Des études, menées en Basse-Normandie, ont montré une
prévalence de 1,2% (Tapprest et al. 2006) ; R. equi représentait plus de 25 % des causes de
mortalité enregistrées a l'autopsie chez les poulains agés de 1 a 6 mois (Tapprest et al.
2008), la maladie étant plus fréquente, souvent enzootique, dans les élevages les plus
importants (en termes de naissances de poulains), notamment en cas de naissances
tardives (Tapprest et al. 2011). Le taux de létalité peut étre trés important et atteindre plus de
80% en 'absence de soins des animaux les plus malades.

Toutes les races équines sont affectées. Une plus forte prévalence observée parmi les
trotteurs francais par rapport aux Pur-Sang et aux Selle Frangais refléterait des pratiques
d’élevage différentes, et notamment des tailles d’élevage plus importantes (Collobert et al.
1998).

3.2.1.2. Epidémiologie analytique
1. Sources d’infection

R. equi est une bactérie tellurique opportuniste communément isolée du sol des enclos,
chemins et herbages. Elle peut étre cultivée a partir d’échantillons de sol prélevés en surface
(ou la quantité bactérienne est la plus importante) et jusqu’a une trentaine de cm de
profondeur (la quantité bactérienne est cependant moins importante, 100 fois plus faible a 30
cm de profondeur qu’en surface (Takai et al. 1987). Elle s’y multiplie, en particulier lorsque
les conditions de pH, de température et d’humidité sont favorables a sa croissance, favorisée
notamment par la présence d’acides organiques (en particulier acétate et propionate)
apportés par les matiéres fécales ou le fumier des herbivores (Hughes et Sulaiman 1987,
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Prescott 1991, Takai, Kawazu, et Tsubaki 1986, Takai et al. 1997, Barton et Hughes 1982).
A cet égard, la présence de crottins est un facteur d’enrichissement du sol qui contribue a la
survie de la bactérie et permet sa multiplication (y compris dans un substrat initialement
pauvre en nutriments, comme le sable) (Hughes et Sulaiman 1987). Les souches
hébergeant le pVAPA, pathogénes pour les équidés, sont notamment isolées dans le sol des
élevages équins infectés, ou elles coexistent avec des souches non virulentes (Stoughton et
al. 2013). Selon certaines études, la proportion de souches virulentes est significativement
plus élevée dans les sols des élevages dans lesquels la rhodococcose apparait de facon
récurrente que dans celui des élevages sans historique de maladie (Takai, Sekizaki, et al.
1991). Petry et al, 2017 La bactérie est aussi isolée dans les poussiéres (paddocks,
chemins) et dans l'air et les poussiéres des locaux d’élevages (stalles) hébergeant les méres
et leur poulain durant la saison de poulinage (Cohen et al. 2012), et avec des concentrations
de souches virulentes plus élevées dans les stalles ou ont séjourné des poulains ayant
développé la maladie (Cohen et al. 2013). Le nombre de bactéries isolées dans [lair
augmente en saison chaude, notamment durant les périodes séches et ventées (Takai et al.
1987). La mise en suspension de la bactérie dans l'air est facilitée par I'état du sol (sol peu
humide, sablonneux, sans couvert végétal) (Muscatello, Anderson, et al. 2006).

R. equi (souches hébergeant ou non un plasmide de virulence) est aussi présent dans le
contenu intestinal de diverses espéces animales (Prescott 1991), notamment des
chevaux, jeunes ou adultes. Ces animaux contribuent, par leurs feces et les fumiers
contaminés, a la diffusion de linfection. Les adultes deviennent porteurs sains s'ils
séjournent dans un environnement contaminé, ou ils ingérent la bactérie en broutant
(Hughes et Sulaiman 1987). Il n’a pas été démontré, cependant, que la bactérie se multiplie
dans lintestin des chevaux adultes (du fait, semble-t-il, des conditions d’anaérobiose), ou sa
concentration moyenne, mesurée dans les crottins, atteint 10% 4 10° UFC/g. La bactérie se
multiplie, en revanche, dans l'intestin des poulains, ou elle est isolée dés les premieres
semaines de vie jusqu’a I'dge de 8 a 10 semaines, atteignant des concentrations moyennes
dans les crottins de 10* & 10° UFC/g. La multiplication cesse vers 8 semaines et les
concentrations se réduisent ensuite progressivement pour se stabiliser a des niveaux
équivalents a ceux trouvés chez les adultes (Takai 1997). Les concentrations les plus
élevées sont mesurées chez les poulains atteints de pneumonie, qui peuvent éliminer 10° &
10° UFC/g de crottin. La proportion de souches virulentes (hébergeant le plasmide VAPA)
est élevée chez les poulains, atteignant éventuellement plus de 60 % des isolats fécaux chez
des sujets apparemment sains séjournant dans les élevages a forte incidence d’infection
(Takai, Ohbushi, et al. 1991). La déglutition d’'une grande quantité de bactéries expectorées
chez les poulains atteints de bronchopneumonie aigué ou chronique contribue a
'enrichissement du contenu intestinal en souches virulentes.

Ces données refletent un cycle sol-animal (Hughes et Sulaiman 1987) qui contribue a
I'enrichissement progressif en bactéries virulentes de I'environnement de certains élevages,
notamment en présence de poulains atteints de pneumonie qui, excrétant dans leurs crottins
de grandes quantités de souches virulentes, sont ainsi considérés comme la source majeure
de souches virulentes et contribuent a I'amplification progressive de linfection dans les
élevages dans lesquels la maladie est observée (Takai 1997). Un enrichissement progressif
ou le maintien des bactéries virulentes dans I'environnement des exploitations infectées
seraient facilités par I'efficience du transfert par conjugaison du plasmide de virulence depuis
les souches virulentes issues des animaux infectés vers les souches environnementales
sans plasmide (Tripathi et al. 2012, Vazquez-Boland et al. 2013).

2. Modes de contamination

La transmission de I'agent de la rhodococcose équine est essentiellement indirecte, les voies
de contamination étant digestive et respiratoire. La contamination de plaies, possible chez
les équidés exposés a un environnement contaminé, est d’importance mineure. Une

Page 7/ 96



Avis de I’Anses
Saisine n°® 2017-SA-0046

transmission directe par aérosol de poulain a poulain a été aussi envisagée comme
alternative a la contamination par aérosol d’origine environnementale (Muscatello, Gilkerson,
et Browning 2009).

La présence de R. equi virulents dans lintestin des chevaux adultes témoigne de la réalité
de la contamination par ingestion d’aliments ou d'eau contaminés. La voie digestive
contribue aussi a la contamination des poulains dans les premieres semaines de vie et au
développement de cas d’infection subclinique (Yager 1987), mais ne permet pas,
expérimentalement, d’induire des lésions pulmonaires (Johnson, Prescott, et Markham
1983). D’ailleurs, les lésions intestinales observées chez les poulains sont souvent
secondaires aux lésions pulmonaires et en relation avec la déglutition de quantités
importantes de bactéries virulentes (Yager 1987). Néanmoins, les concentrations et les
proportions de bactéries virulentes bactériennes dans le sol n’en sont pas pour autant
corrélées avec la prévalence des cas de pneumonie chez les poulains (Cohen et al. 2008,
Martens et al. 2000, Muscatello, Anderson, et al. 2006), suggérant l'intervention d’autres
paramétres, en particulier la capacité d’aérosolisation des souches virulentes dans
I'épidémiologie de la rhodococcose équine (Muscatello, Anderson, et al. 2006).

La voie respiratoire est en définitive la voie principale de contamination associée au
développement des Iésions pulmonaires chez les poulains (Muscatello 2012). L'inoculation
de souches VapA par voie bronchique ou par aérosol est d’ailleurs le seul moyen permettant
d’induire expérimentalement des lésions pulmonaires identiques a celles observées dans les
cas d’infection naturelle (Johnson, Prescott, et Markham 1983, Sanz et al. 2013, Martens,
Fiske, et Renshaw 1982). Plusieurs études montrent, en outre, que la concentration en
souches virulentes dans lair est positivement associée avec la prévalence des cas de
pneumonie chez les poulains dans les élevages, notamment lorsque les poulains sont
exposés a des fortes concentrations durant les deux premiéres semaines aprés leur
naissance (Cohen et al. 2013, Kuskie et al. 2011, Muscatello, Anderson, et al. 2006).

3. Facteurs de sensibilité

Sensibilité et résistance des équidés a la rhodococcose sont dépendant de I'age. En effet,
les poulains de moins de 6 mois peuvent étre malades contrairement aux yearlings et aux
chevaux plus agés. La maladie, lorsqu’elle apparait chez ces derniers, est associée a une
immunodépression ou une affection intercurrente (Cohen 2009).

La plus grande sensibilité du poulain a la suite de son infection en période néonatale est
démontrée par les études épidémiologiques (Cohen et al. 2013, Horowitz et al. 2001, Kuskie
et al. 2011, Muscatello, Anderson, et al. 2006) et expérimentales (Sanz et al. 2013). Les
conséquences de linfection dépendent aussi de la dose virulente, des doses relativement
faibles (10° UFC) permettant de reproduire expérimentalement (inoculation par voie intra-
trachéale) des lésions pyogranulomateuses d’évolution lente non associées a une
expression clinique et régressant spontanément, analogues a celles décrites dans les
élevages 3 forte prévalence d’infection, alors que des doses plus fortes (10* & 10° UFC)
provoquent des pneumonies aigués graves (Sanz et al. 2013).

En dehors de I'influence des facteurs inhérents a la bactérie et 'environnement, la sensibilité
du poulain est conditionnée, d'une part, par la qualit¢ du transfert immunitaire passif
(essentiellement colostral) d’origine maternelle, d’autre part, par sa capacité a développer
précocement une réponse immunitaire a médiation cellulaire de type Thl spécifique de R.
equi (Kristin M Patton et al. 2005) (cf. partie « Réponse immunitaire a l'infection par
R. equi »). Toutefois, les facteurs agissant sur (ou interférant avec) les mécanismes
immunitaires protecteurs ne sont pas encore totalement identifiés, qu’il s’agisse du
développement de I'immunité consécutif a la multiplication précoce de la bactérie dans
lintestin du jeune poulain (éventuellement en rapport avec I'évolution du microbiome
intestinal néonatal qui contribue au développement de 'immunité dans l'intestin) (Whitfield-
Cargile et al. 2015) ou de celui des mécanismes de défense pulmonaire (Kristin M Patton et
al. 2005). La plupart des cas de pneumonie chez le poulain surviennent entre 1 et 2 & 3 mois
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d'age, période durant laquelle I'immunité d'origine maternelle a chuté alors que sa propre
immunité est encore insuffisamment développée.

Une possible prédisposition génétique a été aussi recherchée, notamment pour expliquer la
sensibilité de certains poulains, et plusieurs études ont permis d’identifier des génes d’intérét
potentiellement associés a la quantité de bactéries VapA mesurée dans les voies
respiratoires des poulains infectés ou au développement d’une pneumonie chez ces
animaux (Horin et al. 2010, McQueen et al. 2015). Il apparait cependant que la sensibilité du
poulain n'est pas contrblée par un seul géne et qu’elle met en jeu des mécanismes
complexes (modulation de I'expression des génes) impliqués dans la réponse immunitaire,
en particulier dans la réponse immunitaire innée (McQueen et al. 2016).

3.2.1.3. Epidémiologie synthétique, facteurs de risques

Le développement de la maladie chez le poulain découle de la convergence d’un ensemble
de facteurs inhérents a la bactérie, aux poulains et a I'environnement contaminé dans lequel
évoluent les animaux. Le risque envisagé correspond a celui du développement possible de
la maladie (rhodococcose, s’exprimant notamment chez le poulain par une pneumonie
cliniguement exprimée) chez les sujets infectés.

R. equi est une bactérie tellurique opportuniste dont le pouvoir pathogéne pour les équidés
est d0 a l'acquisition d’'un plasmide transférable par conjugaison, porteur du géne vapA.
L’expression de ce géne déclenche la synthése de la protéine A associée a la virulence,
localisée a sa surface, qui permet a la bactérie, contrairement aux souches dépourvues (ou
curées) du plasmide, de survivre a la phagocytose et de se multiplier dans les macrophages
pulmonaires (Giguére et al. 1999). Plusieurs types de plasmides hébergeant le gene vapA
sont identifiés, néanmoins cette diversité ne semble corrélée, ni avec des différences de
virulence des souches, ni avec des différences de statut des élevages (Duquesne et al.
2010, Petry et al. 2017).

La majorité des équidés est exposée a R. equi en raison de son ubiquité dans
'environnement. En général, seuls les poulains sont sensibles, certains développant les
formes pulmonaires graves. Trois paramétres principaux semblent se conjuguer pour
conditionner cette évolution, la sensibilité propre a chaque individu, qui découle de la qualité
du transfert immunitaire colostral de la jument a son poulain et de ses propres capacités
immunitaires (prédisposition génétique), 'age auquel il est exposé a des aérosols (ou
poussiéres) infectieux et la quantité de bactéries virulentes inhalées.

Les facteurs de risque d’ordre immunologique sont traités dans la partie du rapport
consacrée a 'immunité.

Les facteurs de risque conditionnant 'age d’exposition a des aérosols infectieux et la
guantité de bactéries inhalées tiennent a I'environnement contaminé dans lequel évoluent les
animaux. Il faut souligner néanmoins que ces facteurs de risque ressortent de fagon variable,
significative ou non, selon les études et selon les pays (qui différent par leur environnement
climatique, par exemple) d’investigation.

Le sol des patures est la source primaire de R. equi, la présence de la bactérie conditionnant
la possibilité de contamination des équidés, jeunes ou adultes. Bien que la proportion de
souches de R. equi virulentes isolées dans le sol puisse étre significativement plus
importante dans le sol des élevages régulierement affectés (Takai, Sekizaki, et al. 1991)
(Petry et al. 2017), ces souches n’en sont pas moins présentes dans la majorité des
élevages et leur présence n’est pas corrélée avec la prévalence de la maladie (Martens et al.
2000, Muscatello, Anderson, et al. 2006). Une étude conduite au Texas et comparant les
concentrations de divers composants chimiques (fer, zinc, magnésium...) dans les sols n’'a
pas permis de montrer des différences significatives entre exploitations atteintes ou non de
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rhodococcose équine (Martens, Cohen, Chaffin, et Waskom 2002). Des résultats variés ont
été cependant obtenus a propos du pH des sols. En effet, bien que la croissance de la
bactérie soit plus importante pour des pH situés entre 7 et 8 (Hughes et Sulaiman, 1987), le
fait que I'expression du géne vapA soit optimalement activée a pH 6,5 a conduit certains
auteurs a suggérer qu’'un pH légérement acide pourrait favoriser la survie des souches
virulentes dans le sol (Muscatello, Anderson, et al. 2006). Les investigations relatives a ce
parameétre donnent des résultats variables. Contrairement a Martens et al. (étude réalisée
aux Etats-Unis et publiée en 2002), Petry et al. (2017) ont pu observer en Basse-Normandie
une association entre le pH des sols et, d'une part, la concentration des souches vapA+,
d’autre part, le statut des élevages. Dans cette derniére étude, en effet, le pH d’échantillons
de sols variait de 5,84 a 7,89 (médiane : 7,20 pour un IQR : 6,98-7,48) dans les exploitations
affectées, contre 6,41 a 8,23 (médiane : 7,36 pour un IQR : 7,14-7,54) dans les exploitations
non affectées (P valeur: 0,018). Il s’lavere néanmoins que les facteurs qui influencent la
survie et la multiplication des souches virulentes dans le sol demeurent hypothétiques
(Muscatello, Anderson, et al. 2006), limitant les possibilités d’agir sur le sol pour réduire la
quantité de souches virulentes. Les principales mesures jusqu’ici préconisées, sans qu’on ait
pu réellement en étudier les effets, ont été des actions visant a corriger le pH du sol avec
des apports de chaux. En revanche, I'apport et la présence de crottins dans le sol est un
facteur important permettant non seulement la survie, mais surtout la multiplication de la
bactérie dans le sol.

L’excrétion fécale des souches virulentes contribue de fagon importante a la contamination
environnementale des élevages équins. Les crottins, en particulier ceux des poulains atteints
de pneumonie, constituent une source importante de contamination dans les élevages,
notamment des stalles ou sont hébergés les juments et leurs poulains. En outre, le
déplacement des animaux infectés et les transports de féces et fumier sont des facteurs de
diffusion géographique des bactéries, notamment des bactéries virulentes. Certains auteurs
recommandent de retirer régulierement les crottins pour limiter 'apport de souches virulentes
dans I'environnement et réduire la prévalence de la maladie (Prescott, Travers, et Yager-
Johnson 1984). Des études épidémiologiques, comparant des élevages enzootiquement
affectés ou non, ont permis d’identifier plusieurs variables corrélées avec une plus forte
incidence des pneumonies, en rapport notamment avec le hombre d’animaux (poulains en
particulier) contribuant a I'enrichissement de l'environnement de I'élevage en bactéries
virulentes : les principaux sont la superficie plus importante de I'établissement (Chaffin et al.
2003, Cohen, O'Conor, et al. 2005), un nombre plus élevé de poulains et/ou de couples
juments-poulains résidents ou accueillis temporairement (Chaffin et al. 2003, Cohen et al.
2008). Des constatations analogues ressortent d’'une étude récente en Basse Normandie
(Tapprest et al. 2008, Tapprest et al. 2011) identifiant notamment comme a risque plus élevé
de rhodococcose les élevages ayant plus de 15 naissances par an, une densité de chevaux
par hectare supérieure a 1, un effectif de poulinieres de passage supérieur ou égal a 20
et/ou une densité de couples mére-poulain supérieure a 2 couples/ha.

Le point dominant dans I'épidémiologie de la rhodococcose du poulain est cependant la
corrélation entre la concentration en souches virulentes de I'air inhalé par les animaux et
l'incidence des pneumonies (Muscatello, Anderson, et al. 2006). Bien que I'on ne puisse
définir si cette association est une cause ou une conséquence de la présence de la
rhodococcose dans les élevages enzootiquement affectés (Giguere et al. 2011), plusieurs
études montrent néanmoins que I'exposition des poulains a un air contaminé, notamment
dans les premiéres semaines apres la naissance, augmente le risque qu’ils développent la
maladie (Cohen et al. 2013, Kuskie et al. 2011, Muscatello, Anderson, et al. 2006). Par
ailleurs, les poulains hébergés dans les stalles, dans lesquelles les concentrations en
bactéries virulentes sont significativement plus élevées (Cohen et al. 2013, Kuskie et al.
2011), sont plus exposés que dans les paddocks, et les poulains nés et maintenus en péature
ont un risque plus faible de développer une pneumonie (Cohen 2009). Cependant, il convient
de souligner que certains de ces résultats ont été obtenus en Irlande dont le climat doux et
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humide limite les aérosols de poussiéeres sur les patures, y compris pendant les mois d'été,
ce qui induirait un risque plus élevé d'exposition a la bactérie dans les batiments (Muscatello,
Gerbaud, et al. 2006). Plusieurs facteurs conditionnent la concentration de R. equi dans I'air,
notamment la quantité d’animaux (permanents et de passage) hébergés, les caractéristiques
du sol et les conditions climatiques. L’'importance de la taille des effectifs présents et de la
présence de poulains malades a été précédemment évoquée. Les caractéristiques du sol
sont celles favorisant la mise en suspension des bactéries virulentes qui y sont présentes
dans les paddocks, parcs, allées ou aires d’attente : sol peu humide (moins de 10% d’eau), a
faible couverture herbeuse, sableux plutdét qu'argileux, poussiéreux, la concentration des
bactéries dans l'air étant corrélée avec celle du sol (Muscatello, Anderson, et al. 2006). Un
temps sec et chaud favorise, en outre, la capacité d’aérosolisation a partir de ces sols
(Muscatello, Anderson, et al. 2006). Des constatations analogues ressortent de I'étude
récente en Basse Normandie (Tapprest et al. 2011), mettant notamment I'accent, dans les
élevages les plus infectés sur le sol des paddocks en sable ou en terre, le faible
enherbement des paddocks, I'environnement poussiéreux et la mauvaise aération des
logements des couples meres-poulains.

Cette étude identifie également les naissances tardives (en mai et/ou juin) en Basse
Normandie comme facteur de risque majeur associé a I'apparition de cas de pneumonie, car
entrainant la superposition de la saison chaude et séche (facilitant I'aérosolisation des
bactéries) a la période de sensibilité maximale des poulains a l'infection (entre 1 et 3 mois
d’age, I'immunité d’origine maternelle chute alors que I'immunité propre du poulain est
encore insuffisamment développée) (Ferry et Tapprest 2012).

Toutes ces constatations sont a lorigine de pratiques d’élevage et de gestion de
I'environnement visant a réduire I'exposition des poulains aux poussiéres virulentes. Elles
doivent étre associées a des mesures destinées a réduire leur sensibilité en attendant le
développement de leur immunité vis-a-vis de R. equi.

3.2.2.Réponses aux questions

3.2.2.1. Mesures de gestion sanitaire

Bien qu’aucune évaluation systématique de leur impact dans la réduction de la prévalence
ou de l'incidence des cas de rhodococcose n’ait été conduite dans des élevages infectés de
manieére enzootique, des mesures de gestion sanitaire peuvent quand méme étre
recommandées pour prévenir le développement de la maladie.

Les actions sanitaires a envisager sont celles qui contribuent a réduire I'exposition des
poulains pendant leur période de sensibilité, c.-a-d. depuis leur naissance jusqu’a I'age de 5
a 6 mois. Trois groupes de mesures peuvent étre préconisées : réduire les possibilités
d’aérosolisation des bactéries a lorigine de [latteinte pulmonaire des poulains, la
contamination des sols et des locaux, et la densité en animaux dans I'élevage. Il faut
rappeler que les mesures proposées sont complémentaires, car agissant sur des parameétres

étroitement dépendants les uns des autres.
1. Réduire les possibilités d’aérosolisation des bactéries

Cet objectif de gestion se justifie par la constatation que le développement des lésions
pulmonaires chez les poulains découle principalement de l'inhalation par ces derniers
d’aérosols ou de poussiéres chargés en bactéries virulentes (VapA +) (Muscatello 2012). Les
actions proposées (elles ne sont pas classées par ordre d’'importance) sont destinées a
limiter la contamination de I'air dans les locaux et la formation de poussieres dans les zones
arisque :
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veiller a une bonne ventilation des écuries et autres locaux d’hébergement des
poulains (Cohen, Chaffin, et Martens 2002, Ferry et Tapprest 2012, Giguére et
Prescott 1997) ;

assainir les écuries, boxes et stabulations par un nettoyage soigneux (Cohen,
Chaffin, et Martens 2000, Muscatello 2012) avec notamment un nettoyage a haute
pression des sols et des murs suivi d’'une désinfection (désinfectants phénoliques ou
ammoniums quaternaires) (Ferry et Baradeau 2010) ;

dépoussiérer et nettoyer régulierement les couloirs de service et les abords de
certaines installations comme les zones d’examen et d’insémination des juments
(aspirateur industriel, nettoyage haut pression) (Ferry et Baradeau 2010) ;

sortir les poulains des locaux d’hébergement chaque fois qu’ils sont vidés et nettoyés
afin d’éviter I'exposition a la poussiére contenue dans la litiere ;

dans les élevages ou l'exposition infectieuse se produit principalement dans les
ecuries, privilégier, lorsque cela est possible, les naissances a 'herbage :

éviter les paddocks en sable (Tapprest et al. 2011) ;

irriguer de facon intensive les aires dénudées et poussiéreuses dans les paddocks et
patures, ainsi que toutes les voies de passage, les zones d’attente et de piétinement
des chevaux (entrées de paddock, aires a proximité des mangeoires, abreuvoirs
extérieurs, parcs a poulains ...) (Cohen, Chaffin, et Martens 2000, Giguére et al.
2011) (Muscatello 2012) ;

maintenir une bonne couverture végétale sur les surfaces occupées par les poulains,
en pratiquant par exemple des rotations de parcelles en fonction de la hauteur
d’herbe (Cohen, Chaffin, et Martens 2002, Ferry et Baradeau 2010) ;

changer de place régulierement les bacs d’abreuvement et les mangeoires (Ferry
2017)

réduire la densité des couples juments-poulains afin notamment de limiter la
destruction du couvert végétal dans les zones ou les animaux vont se regrouper
spontanément (abreuvoirs, zones ombragées en période chaude...) (Cohen, Chaffin,
et Martens 2002, Giguére et al. 2011, Muscatello 2012, Prescott et Hoffman 1993) ;

une rotation réguliere des parcelles est aussi un moyen proposé pour limiter la
contamination fécale des sols, ainsi que le fait de déplacer régulierement les points
d’'abreuvement qui, en y favorisant le rassemblement des chevaux, entraine
localement une concentration des déjections, et par les piétinements en période
séche I'émission de poussiéres contaminées.

Réduire la contamination bactérienne des sols et des locaux

Une réduction de la contamination des sols et des locaux par des souches (VapA +)
virulentes peut étre recherchée en agissant sur les animaux excréteurs, leurs déjections et
les sols. Les actions proposées (elles ne sont pas classées par ordre d'importance) sont les
suivantes :

v

v

isoler les poulains malades (Muscatello 2012) dans des locaux séparés et aisés a
nettoyer et désinfecter ;

méme s’il n’a pas été démontré que cette mesure pouvait prévenir I'introduction et la
transmission de bactéries virulentes et 'apparition de cas de pneumonie, certains
auteurs conseillent de séparer les couples jument/poulain résidents de ceux qui sont
de passage, compte-tenu qu’il s’agit d’'une mesure utile pour le contréle des maladies
infectieuses en général (Cohen, Chaffin, et Martens 2000, Cohen, Chaffin, et Martens
2002).

procéder a I'enlévement quotidien des crottins dans les écuries et les paddocks
(Cohen, Chaffin, et Martens 2000, Muscatello 2012, Prescott et Hoffman 1993)
(Prescott 1987) ;
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v' stocker les fumiers a I'écart des zones accessibles aux chevaux ;

v’ procéder a un compostage des crottins, notamment de ceux des poulains malades
(Giguére et al. 2011) et éviter d’épandre ce compost sur les herbages car, méme si
R. equi a été détruit, la richesse en acides gras volatils du compost facilitera la
multiplication des bactéries présentes dans le sol (Hughes et Sulaiman 1987)
(Muscatello 2012) ;

v' bien que des auteurs aient parfois émis des doutes quant a l'efficacité de cette
mesure (Martens, Cohen, Chaffin, et Waskom 2002), corriger I'acidité des sols en
pratiquant le chaulage de facon contr6lée (analyse de sol préalable) avant la mise a
I'herbe et en respectant des conditions climatiques adaptées (sol humide et absence
de pluie dans les 72 heures aprés I'épandage)’. Des recherches bactériologiques
effectuées a la demande des haras nationaux sur des échantillons de sols
(présentant initialement un pH de 5,4 a 6,2 et contenant des souches de R. equi
virulentes) ont effectivement montré que des parcelles se révélaient négatives 1 mois
aprés leur chaulage. (Ferry et Baradeau 2010, Ferry 2017). 1l est impossible
néanmoins, en l'absence d’investigations plus poussées, de déterminer si ces
résultats découlent d’'une élévation du pH des sols ou témoignent de la destruction
des bactéries en surface du fait de I'effet thermique provoqué par I'application de la
chaux vive.

v pratiquer un labour d’automne profond (Ferry et Baradeau 2010) suivi d’'un semis
(Cohen, Chaffin, et Martens 2002).

3. Réduire la densité en animaux

La plupart des enquétes visant a comparer des élevages avec ou sans historique de
rhodococcose montrent que les premiers sont généralement des élevages de plus grande
taille, hébergeant plus de couples mere-poulain résidents ou de passage, et comptabilisant
plus de naissances. Des chiffres sont avancés, par exemple, en Basse-Normandie (Tapprest
et al. 2011), les élevages avec plus de 15 naissances par an et un effectif de pouliniéres de
passage supérieur ou égal a 20, qui peuvent étre utilisés pour identifier les établissements
les plus a risque. Une réduction des effectifs et des naissances peut étre une solution a
envisager dans les élevages atteints, en I'associant aux mesures précédemment déclinées.

4. Une programmation des naissances en hiver

Les poulains nés t6t dans I'année (janvier-février) sont confrontés, a I'dge ou leur sensibilité
a la maladie est maximale (1-2 mois), a une exposition infectieuse d’origine
environnementale faible et inversement, leur résistance s’est accrue lorsque surviennent les
mois d’été chauds et secs qui constituent la principale période de risque.

Afin de réduire l'incidence des cas de rhodococcose, il est donc recommandé de faire saillir
ou d’'inséminer les juments le plus t6t possible dans I'année, de maniére a obtenir des
poulinages pendant les mois d’hiver (Gigueére et Prescott 1997, Prescott et Hoffman 1993,
Tapprest et al. 2011).

3.2.2.2. Autres mesures de prévention

1. Préserver un bon état de santé et une bonne immunité du poulain, notamment aux
périodes a risque

Deux types de mesures peuvent étre recommandés pour réduire la sensibilité du poulain :
e Le contréle du transfert d'immunité passive d’origine colostrale

! Mieux faire face a la rhodococcose du poulain. FERRY, B. IFCE 2017
http://www.ifce.fr/wp-content/uploads/2017/04/DIFF-Webconf-BF-rhodo-poulain.pdf
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Le transfert d’'immunité passive joue un réle majeur dans la résistance du poulain aux agents
infectieux et I'insuffisance de ce transfert est associée a une sensibilité accrue aux infections
(Kohn et al. 1989). Le contrble systématique de la qualité du colostrum et de la prise
colostrale accompagné d'une détection et d’un traitement précoces des insuffisances de
transfert d’'immunité passive (Giguere et Prescott 1997, Prescott et Hoffman 1993) est donc
préconisé (outre les méthodes habituelles de correction des transferts insuffisants
d'immunité maternelle, I'administration de plasma hyperimmun peut étre envisagée dans les
élevages ou la rhodococcose est enzootique).

e La prévention des maladies intercurrentes

Les affections intercurrentes comme les maladies respiratoires virales et les parasitoses
peuvent entrainer une baisse de I'état général et de 'immunité.

Ainsi, bien que le r6le des principaux virus respiratoires [grippe, herpésvirus équin de type 1-
4 (ou HVE-1/HVE-4)] comme facteurs prédisposant a la maladie, ne soit pas prouvé
(seulement suggéré pour HVE-2), (Beldk et al. 1980, Nordengrahn et al. 1996), il est
cependant utile de vacciner les juments et les poulains contre les maladies virales pour
lesquelles des vaccins sont disponibles (Giguéere et Prescott 1997) car, outre leur activité
immuno-modulatrice, [principalement décrite pour les virus HVE, (Hannant et al. 1999)], ces
virus respiratoires sont capables de générer des lésions inflammatoires pulmonaires.

De méme, il convient de mettre en place des programmes de contrble efficaces contre les
parasites digestifs (Giguere et Prescott 1997), et notamment contre les ascaris (Parascaris
equorum) en raison de leur migration pulmonaire au stade larvaire et du pouvoir spoliateur
des vers adultes pouvant conduire a une atteinte sévére de I'état général. De plus, les
infestations parasitaires par des helminthes pourraient induire chez les poulains une
orientation de la réponse immune vers la voie Th2, qui n'est pas favorable a une protection
vis-a-vis de la rhodococcose (Edmonds et al. 2001, Hamza et al. 2010).

2. Diagnostiguer précocement la maladie

Les bronchopneumonies a R. equi sont souvent diagnostiquées tardivement alors que les
|ésions sont déja étendues et sont, dés lors, plus difficiles a traiter. En effet, les poulains,
méme a un stade avancé de la maladie, continuent de téter et présentent un comportement
guasi-normal pour un observateur non averti.

Le diagnostic précoce de la maladie, associé a lisolement et au traitement adapté des
poulains malades, peut réduire la mortalité et la diffusion des bactéries virulentes dans
I'environnement, et diminuer le co(t du traitement (Giguere 2001).

Ainsi, toute procédure de dépistage systématique visant a une détection précoce des cas est
recommandée dans les élevages ou la rhodococcose est enzootique, bien qu’aucune étude
contrOlée permettant d’étayer cette recommandation n’ait été conduite (Gigueére et al. 2011).

Les modalités de diagnostic, ainsi que les méthodes a mettre en ceuvre dans le cadre d'un
protocole de dépistage systématique, sont détaillées dans le chapitre 3.4.

3.2.3.Recommandations

Les conditions d’apparition et de développement de la rhodococcose du poulain,
particulierement complexes, sont loin d’étre toutes élucidées. De nombreuses études ont
déja été réalisées pour déterminer les facteurs épidémiologiques permettant d’identifier les
établissements a risque a l'instar des études réalisées en Basse-Normandie par Tapprest et
al. en 2011 (Tapprest et al. 2011) ou celles conduites par les Haras nationaux depuis 2009
(Ferry et Baradeau 2010) pour tester sur le terrain un protocole de prévention spécifique et
proposer des mesures de gestion sanitaire adaptées. Ces études se heurtent toutefois,
indépendamment de linsuffisance des connaissances relatives a I'écologie de R. equi et la
physiopathologie de la maladie, a la variabilité des données acquises, dépendant notamment
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des zones géographiques et des caractéristiques des élevages. Des études
complémentaires seraient donc nécessaires pour mieux caractériser les différentes
pratiques, recenser les mesures réellement appliquées dans les élevages et valider sur le
terrain, dans les zones les plus touchées, les mesures de gestion sanitaire les mieux
adaptées et les plus efficaces. En particulier, des études épidémiologiques pourraient étre
conduites pour mesurer de facon intégrée l'effet des pratiques de paturage des
meres suitées (par exemple, rotations, chargement, élimination des crottins et enherbement
des paddocks ...) sur le risque de pneumonie chez les poulains. En effet, ces choix de
gestion peuvent influencer la quantité d’agent pathogéne auquel les poulains sont exposés,
mais aussi influencer la réponse immunitaire contre les souches présentes dans leur
environnement, dans la période critique de baisse de I'immunité colostrale.

3.3. Immunologie

En dépit de I'évolution des connaissances sur la réponse immunitaire chez les équidés, de
nombreuses incertitudes subsistent sur les mécanismes qui permettent ou non aux poulains
de réagir favorablement a une infection par des souches virulentes de R. equi. Aprés une
revue succincte de ces mécanismes (paragraphe 3.3.1 ci-aprés), seront abordées les
guestions posées relatives a la réponse sérologique et a son intérét pour le diagnostic
(paragraphe 3.3.2), aux caractéristiques et a 'usage des plasmas hyperimmuns (PHI) pour
la protection des poulains exposés a l'agent pathogéne (paragraphe 3.3.3), au
développement des vaccins et a leurs indications (paragraphe 3.3.4) et, enfin, aux
autovaccins (paragraphe 3.3.5).

3.3.1. Réponse immunitaire innée et adaptative vis-a-vis de R. equi chez le poulain :
principes généraux

La majorité des équidés est en contact avec R. equi. L'infection d’'un poulain au cours des 6
premiers mois (suivant la naissance) par une souche de R. equi pathogéne (pVapA+) peut
se traduire par une forme clinique de la maladie. Les animaux plus agés sont généralement
protégés. Toutefois, I'infection d’équidés adultes immunodéprimés est possible (Freestone et
al. 1987). Les mécanismes immunitaires protecteurs ne sont pas encore totalement identifiés
mais les réponses immunitaires innée, humorale et cellulaire, vont intervenir de maniére
significative a différentes phases du processus infectieux.

3.3.1.1. Réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée représente la premiére ligne de défense de I'organisme contre
les agents pathogénes. Cette réponse est rapide, non-spécifique, elle n’induit pas la mise en
place d’'une réponse mémoire mais va étre essentielle pour le développement d’'une réponse
immunitaire adaptive protectrice (réponse spécifique dotée d’'une mémoire).

Dans les voies respiratoires inférieures, les macrophages alvéolaires sont situés
stratégiquement a l'interface entre le milieu extérieur et le tissu pulmonaire. Leur objectif
principal est [Iélimination de [Il'agent pathogéne (phagocytose et autres activités
microbicides), la stimulation de molécules pro-inflammatoires et chémotactiques ayant pour
but le recrutement d’autres cellules immunitaires (tels que les polynucléaires neutrophiles)
ainsi que linitiation de la réponse immunitaire adaptive (incorporation et présentation des
antigenes, orientation cytokinique, etc.).

L’'opsonisation et la phagocytose de R. equi par les macrophages alvéolaires et les
polynucléaires neutrophiles est une des premiéres étapes nécessaires pour son élimination.
Plusieurs études suggérent que ce mécanisme de défense pourrait étre sous-optimal chez le
jeune poulain et lié a une capacité d’opsonisation réduite (Grondahl et al. 1999, Gréndahl,
Johannisson, et Jensen-Waern 1997). L’activité bactéricide de ces cellules (poussée
oxydative par exemple) pourrait également étre réduite chez le jeune animal (Demmers et al.
2001), favorisant la survie intra-cellulaire de R. equi.
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La reconnaissance de R. equi par les cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires
neutrophiles, cellules dendritiques) va impliquer la reconnaissance de motifs moléculaires
(PAMPS : pathogen-associated molecular patterns) a la surface de 'agent pathogéne par
des récepteurs spécialisés a la surface des phagocytes (TLR: toll-like receptor par
exemple). L'activation de ces récepteurs va entrainer 'activation de la cellule et la synthése
de cytokines et d’autres molécules immuno-modulatrices. Dans le cas de R. equi, cette
reconnaissance va impliquer le TLR2 (TLR4 ne semble pas impliqué). La molécule VapA est
capable d’activer par elle-méme les cellules macrophagiques par l'intermédiaire du TLR2.
Toutefois, cette activation peut avoir lieu en absence de VapA (Darrah et al. 2004).
L’activation des cellules macrophagiques par R. equi va entrainer la synthese de cytokines
et molécules pro-inflammatoires (TNFa, IL6, IL12, IFNy, oxyde nitrique, etc.) (Darrah et al.
2004, Giguere et Prescott 1998). Certaines de ces cytokines, tels que I'IFNy et le TNFa, sont
des activateurs des polynucléaires neutrophiles et augmentent leur activité oxydative. Le
niveau de virulence des souches de R. equi peut influencer la nature et l'intensité de la
réponse cytokinique observée (H Kasuga-Aoki et al. 1999). Bien que les cellules
macrophagiques soient des cibles préférentielles de R. equi, des études utilisant le modéle
murin ont démontré l'importance des cellules macrophagiques activées ainsi que des
polynucléaires neutrophiles pour I'élimination de cet agent pathogéne (Darrah et al. 2000,
Martens et al. 2005). Le profil cytokinique (IFNy par exemple) induit par ces cellules au cours
de la réponse immunitaire innée est également essentiel pour le développement d’'une
réponse immunitaire adaptative protectrice (Nerren et al. 2009).

Une étude récente semble suggérer une augmentation de la synthése d'IFNy par les
polynucléaires neutrophiles en réponse a une stimulation ex vivo par R. equi chez des
poulains ayant recu un immuno-modulateur (CpG-ODN+Emulsigen, administrations intra-
musculaires a I'dge de 1 et 7 jours). Ces résultats sont en faveur de I'implication des
polynucléaires neutrophiles au cours de la réponse immunitaire innée mais également la
possibilité d’augmenter cette réponse par l'utilisation de molécules immuno-modulatrices
(Cohen et al. 2014). L’expression d'IFNy par les cellules mononucléées des bronches a

également été mise en évidence ex vivo suite a la stimulation par VapA (Jacks et al. 2007).

BN

Toutefois, R. equi est non seulement capable de résister a certains des mécanismes
d’élimination mis en place au cours de la réponse innée, tels que le lysozyme (enzyme ayant
une activité anti-microbienne) (Hébert et al. 2014), mais il va également cibler de maniére
spécifigue les cellules immunitaires formant cette premiere ligne de défense. Les cibles
cellulaires de R. equi sont principalement les cellules monocytaires (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques etc.) et tout particulierement les macrophages
alvéolaires avec lesquels R. equi va étre rapidement en contact (Hondalus et Mosser 1994,
Hondalus 1997). Ce mécanisme pathogénique regroupe 3 étapes, i) l'infection de la cible
cellulaire, i) la multiplication de R. equi au sein de la cellule infectée et iii) la destruction de
la cellule infectée. Plusieurs mécanismes d’entrée/infection ont été décrits a ce jour, incluant
la voie alterne du complément?® (cette voie d’entrée n’est généralement pas associée a des
niveaux élevés de dérivés réactifs de 'oxygeéne, ce qui pourrait améliorer la survie de R. equi
au sein de la cellule infectée), une entrée par I'intermédiaire des récepteurs Fc3, une entrée
par la reconnaissance de résidus a-d-Manp (enveloppe cellulaire bactérienne) par les
récepteurs du mannose (Garton et al. 2002, Hines 2014). La présence de pVapA altére la
maturation de la cellule macrophagique infectée (blocage de la maturation du
phagolysosome) se traduisant par une augmentation de la survie de R. equi au sein de la
cellule (la réplication de souches de R. equi ne possédant pas le plasmide de virulence

2 Fixation du complément sur R. equi et reconnaissance par les récepteurs CR3 exprimés a la surface des
cellules macrophagiques

® Fixation des anticorps a la surface de R. equi, reconnaissance des anticorps fixés par les récepteur Fc et
opsonisation

Page 16 / 96



Avis de I’Anses
Saisine n°® 2017-SA-0046

semble s’arréter aprés environ 6 heures au sein de la cellule). VapA pourrait étre impliquée
dans le blocage de la maturation des phagolysosomes (prévention de I'acidification des
vacuoles contenant R. equi), la modulation de la réponse cytokinique, I'expression de
catalases augmentant la protection contre les métabolites oxydatifs, et 'augmentation de
I'acquisition de fer par R. equi (Hondalus et Mosser 1994, von Bargen et al. 2009). La cellule
infectée est détruite par nécrose (pic mesuré 24-48 h aprés infection) (Hondalus et Mosser
1994). Ce phénoméne, qui n’est pas encore complétement élucidé, est fortement lié a la
viabilité et a la virulence de la souche de R. equi ayant infecté la cellule macrophagique
(Ldhrmann et al. 2004). |l est également possible que l'infection des macrophages et des
cellules présentant I'antigéne (CPA : cellules présentatrices de l'antigéne) par R. equi
réduise I'expression des molécules nécessaires a la présentation des antigénes bactériens
(CD1b par exemple) ce qui va impacter la stimulation de la réponse immunitaire adaptative
(Pargass et al. 2009).

3.3.1.2. Réponse immunitaire adaptative humorale

La réponse immunitaire humorale va principalement intervenir lors des phases précoces de
l'infection, en ciblant directement R. equi afin de prévenir et/ou réduire I'infection cellulaire et
les mécanismes d’évasion intracellulaire. L’infection du poulain par R. equi induit une
réponse immunitaire humorale spécifique dirigée en particulier contre VapA et VapC. Des
taux élevés d’anticorps anti-VapD et VapE ont également été mesurés chez les poulains
souffrant de la forme clinique. Une corrélation inverse entre les taux d’anticorps et le score
clinique pulmonaire aprés infection par R. equi semble exister (Hines, 2014). L'utilisation
effective du transfert passif d’'une immunité protectrice par ingestion de colostrum et/ou
d’administration de plasma hyper-immun (HIP) est en faveur du r6le protecteur des anticorps
contre R. equi. Dans la limite des connaissances actuelles, I'implication d’autres facteurs
solubles (et/ou cellulaires dans le cas du colostrum) dans la protection contre I'infection par
R. equi reste envisageable. La nature et I'activité protectrice de la réponse immunitaire
humorale sont abordées plus en détails dans le chapitre 3.3.2.

3.3.1.3. Réponse immunitaire @ médiation cellulaire

Si la réponse humorale spécifique a R. equi présente au moment de linfection n’est pas
stérilisante, ne permettant pas une neutralisation compléte du pathogéne et entrainant
l'infection de cellules macrophagiques, la réponse immunitaire a médiation cellulaire devient
essentielle. En effet, au cours de la phase intra-cellulaire du processus infectieux, R. equi est
relativement protégé de l'action des anticorps. La reconnaissance et I'élimination des
macrophages infectés deviennent donc une priorité pour le systéme immunitaire.

Chez le cheval adulte, la réponse immunitaire a médiation cellulaire associée a I'élimination
de R. equi implique l'activation et le recrutement au niveau pulmonaire de lymphocytes T
CD4+ Thl et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (Hines et al. 2001, Hines et al. 2003).
Ces résultats confirment les données préalablement obtenues dans le modéle murin, les
lymphocytes T CD8+ jouant un rdle prédominant (Kanaly, Hines, et Palmer 1993, Nordmann,
Ronco, et Nauciel 1992). La résistance a linfection par R. equi chez le cheval semble
également associée au niveau d’expression de I'lFNy, qui est considéré comme étant un
marqueur de la réponse immunitaire a médiation cellulaire dans le cadre de l'infection par R.
equi (Cauchard et al. 2013, Hines et al. 2003), mais également contre d’autres pathogénes
équins intracellulaires (Paillot et al. 2005, Paillot et al. 2007). L'importance de I'lFNy et du
TNFa avait été préalablement suggérée dans le modeéle murin. Le taux de survie de souris
infectées avec une souche virulente de R. equi était significativement réduit en cas
d’administration d’anticorps anti-IFNy ou anti-TNFa, 30 minutes avant [infection
expérimentale (H. Kasuga-Aoki et al. 1999). La stimulation de la réponse a médiation
cellulaire suite & un contact avec R. equi semble importante chez le cheval adulte et
beaucoup plus limitée chez le poulain.
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L’état des connaissances immunologiques sur la réponse immunitaire chez le poulain
nouveau-né est encore incomplet, les informations étant parfois contradictoires. Plusieurs
études récentes indiquent que le poulain nouveau-né a la capacité d’établir une réponse
Th1, impliquant la synthése d’IFNy équivalente a celle observée chez le cheval adulte. La
réponse Th2 semble toutefois réduite (Wagner, Burton, et Ainsworth 2010). D’autres études
présentent des résultats et conclusions différents. Ainsi, la sécrétion d’IL-4 ou d'IFNy pourrait
étre réduite chez le jeune poulain (nhouveau-né et 4gé de 3 a 4 mois) aprés stimulation
mitogénique par rapport a des poulains agés de 6 mois ou des chevaux adultes (Ryan et al.
2010, Breathnach et al. 2006). Une augmentation des taux de lymphocytes T CD4* CD25"%"
FoxP3" IL-10" régulateurs (Treg), qui possédent une activité immunologique suppressive, a
été mesurée chez des poulains agés de 3 a 4 mois par rapport a des yearlings et des
juments adultes (Hamza et al. 2011, Hamza et al. 2015). Dans cet environnement, une
altération de la stimulation des réponses Thl et/ou Th2 par ces mécanismes régulateurs est
possible.

Les mécanismes protecteurs chez le poulain ne sont pas encore complétement identifiés
mais la stimulation d'une réponse cytotoxique T CD8+ capable de lyser des cellules
infectées par R. equi a été démontrée chez le poulain nouveau-né aprés inoculation orale
d’une souche R. equi vivante (3 inoculations au cours des 2 premiéres semaines apres la
naissance) (Harris et al. 2011). La nature des antigénes reconnus reste a étre définir.
Toutefois, la reconnaissance d’antigénes lipidiques présents dans la paroi bactérienne et
unique a R. equi (présentation par les molécules CD1 et non pas par les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité) a été démontrée et pourrait étre un composant
important de la réponse protectrice contre R. equi (K. M. Patton et al. 2005, Harris et al.
2010, Patton et al. 2004). Toutefois, le taux d’expression des molécules CD1 a la surface
des cellules CPA semble étre réduit chez le jeune poulain (ainsi que les molécules du CMH
de type Il) et pourrait étre inhibé au cours de l'infection par R. equi (Pargass et al. 2009).
Dans un modéle in vitro de cytotoxicité a médiation cellulaire, le taux de lyse de cellules
équines infectées par R. equi ne semble pas étre modifié par la présence ou I'absence du
plasmide de virulence. Ce résultat indique que le ou les antigénes cibles de la réponse
immunitaire cytotoxique ne sont pas encodés par le plasmide de virulence et restent a
identifier (Patton et al. 2004). Les taux d’IFNy produit aprés stimulation antigénique étaient
également équivalents a ceux mesurés chez le cheval adulte (Harris et al. 2011). La
synthése d’IFNy (ainsi que d’autres cytokines telles que 'lL12 et I'lL10) par les lymphocytes
T CD4+ pulmonaires a été démontrée chez le poulain aprés infection par une souche
virulente de R. equi (Giguere, Wilkie, et Prescott 1999). Cette étude suggére également une
activité immuno-modulatrice de VapA, avec une expression limitée des ARNm de I'lFNy par
les lymphocytes T CD4+ pulmonaires, suite a l'infection intra-bronchéolaire par une souche
R. equi VapA- (en comparaison avec la souche parentale virulente).

En conclusion, la réponse humorale (anticorps) reconnait et cible directement R. equi afin de
le neutraliser dans les premiers moments de l'infection. Si cette réponse n’est pas suffisante,
R. equi va infecter les macrophages alvéolaires et ainsi échapper a la réponse humorale.
Dans ce contexte, la réponse a médiation cellulaire devient essentielle pour identifier et
détruire les macrophages alvéolaires et autres cellules infectées par R. equi, afin de contenir
sa réplication et éliminer I'infection. L’IFNy est une cytokine majeure dans la stimulation,
l'orientation et I'établissement de cette réponse immunitaire & médiation cellulaire de type
Th1 ('IFNy est souvent utilisé comme marqueur pour mettre en évidence cette réponse
cellulaire). L’engagement au niveau pulmonaire des lymphocytes T CD4+ Th1 et les
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ va jouer un rdle prédominant dans ce processus
d’identification et d’élimination des cellules infectées.
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3.3.2.Réponse sérologique chez les équidés infectés

Au cours des trente derniéres années, de nombreux tests sérologiques visant a détecter des
anticorps anti-R. equi ont été développés, principalement a des fins de recherche. Les
objectifs de ces tests étaient de rechercher I'existence d'une éventuelle réponse immune
humorale lors de l'infection par R. equi et de la caractériser chez les poulains.

Par la suite, I'intérét de ces méthodes dans le diagnostic de la maladie ou dans la détection
précoce des poulains infectés dans les élevages atteints de fagcon enzootique a été exploré.

3.3.2.1. Etat des connaissances

1. Les méthodes et les antigenes utilisés

Plusieurs méthodes sérologiques visant a détecter des anticorps dirigés contre des
antigénes totaux ou spécifiques de Rhodococcus equi ont été développées et sont décrites
dans la littérature. Outre les modalités de mise en évidence des anticorps, elles different par
de nombreux parametres tels que les antigénes, les sérums témoins négatif et positif et les
gammes de dilution utilisés. Elles n'ont fait I'objet d'aucune tentative de standardisation, de
sorte que, méme pour une technigue donnée, les résultats obtenus par divers auteurs ne
peuvent pas étre comparés et restent d'interprétation délicate.

v' Tests sérologiques recherchant des anticorps anti-equi factors

Les "equi factors" regroupent des exoenzymes de R. equi incluant la cholestérol oxydase et
la phospholipase C. Ces equi factors produisent une lyse des globules rouges sensibilisés
préalablement, soit par la toxine B de Staphylococcus aureus, soit par la toxine C de
Corynebacterium pseudotuberculosis, d'ou I'emploi du terme d'hémolyse synergigque pour
désigner ce phénomeéne.

Les "equi factors", présents dans le surnageant des cultures bactériennes, étaient collectés
par divers procédés, en mélange avec d’autres antigénes solubles (Becu, Polledo, et Gaskin
1997, Nakazawa et al. 1987, Prescott, Coshan-Gauthier, et Barksdale 1984, Skalka et
Svastova 1985).

Plusieurs méthodes sérologiques comme l'immunodiffusion en gélose et le test de fixation du
complément reposaient sur I'utilisation de mélanges d'antigénes contenant des "equi factors"
(Becu, Polledo, et Gaskin 1997, Nakazawa et al. 1987) mais plus spécifiguement le test
d'inhibition ou de neutralisation de I'hémolyse synergique (Prescott, Coshan-Gauthier, et
Barksdale 1984, Skalka et Svastova 1985).

v' Tests sérologiques recherchant des anticorps dirigés contre des antigénes totaux

Des mélanges d'antigénes totaux de R. equi sont obtenus grace a des procédés entrainant
une destruction des bactéries; ils contiennent, outre des exoenzymes, des composants de la
paroi, des polysaccharides capsulaires, des protéines Vap et des antigénes somatiques
(Giguere, Hernandez, Gaskin, Prescott, et al. 2003). Les corps bactériens, issus de souches
virulentes (Prescott et al. 1996, Prescott et al. 1997) ou d'un mélange de souches (Takai,
Kawazu, et Tsubaki 1985), sont cassés par diverses techniques comme la sonication,
lautoclavage ou I'ébullition (Takai, Kawazu, et Tsubaki 1985, Tirosh-Levy et al. 2017,
Witkowski et al. 2012), des cycles de congélation/décongélation (Jacks et al. 2007) ou a
l'aide de détergents, principalement le Tween 20 et le Triton X114 (Cauchard et al. 2004,
Hooper-McGrevy et al. 2001, Prescott et al. 1996, Prescott et al. 1997), avant que la
suspension bactérienne traitée ne soit centrifugée.

Les méthodes qui utilisent ces mélanges d'antigenes totaux sont principalement des tests
ELISA.

Certains de ces tests ELISA visent a détecter des anticorps dirigés principalement contre la
protéine VapA. La richesse en VapA des préparations antigéniques est alors vérifiée par
western blot sur SDS PAGE (Cauchard et al. 2004, Prescott et al. 1996, Witkowski et al.
2012).
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v' Tests sérologiques recherchant des anticorps anti-VapA ou dirigés contre des
épitopes immunogénes de VapA

D'autres travaux se sont intéresseés plus spécifiquement a I'antigéne VapA avec notamment
la production de protéines VapA recombinantes (Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2003,
Lopez et al. 2002), des peptides synthétiques des protéines Vap (Cauchard et al. 2006) et
des peptides synthétiques correspondant & des épitopes immunogenes N-terminal et C-
terminal de VapA (Phumoonna et al. 2006, Taouji et al. 2002). Des méthodes ELISA ont été
utilisées pour rechercher les anticorps dirigés contre ces protéines et peptides.

2. Etude de la réponse immune humorale

v' Démonstration d'une réponse immune humorale et cinétique des anticorps

Plusieurs études réalisées dans des populations de chevaux sains incluant des chevaux
adultes ont montré, par diverses méthodes sérologiques, I'existence d'une réponse immune
humorale dirigée contre R. equi (Attili et al. 2006, Hietala, Ardans, et Sansome 1985, Takali,
Kawazu, et Tsubaki 1986, Tirosh-Levy et al. 2017, Witkowski et al. 2012). Ces résultats
soulignent la fréquence et l'intensité de I'exposition a la bactérie chez les chevaux d'élevage,
y compris dans les élevages indemnes de cas cliniques (Witkowski et al. 2012).

Chez les chevaux adultes sains naturellement exposés a des bactéries virulentes, les
différentes classes d'immunoglobulines sont détectées : 1gG, IgM et IgA (Takai, Kawazu, et
Tsubaki 1986).

Les variations de titres mesurées chez les chevaux adultes (24 ans) seraient faibles (Takai,
Kawazu, et Tsubaki 1986).

Chez le poulain, les anticorps anti-R. equi sont absents a la naissance (Hietala, Ardans, et
Sansome 1985, Takai, Kawazu, et Tsubaki 1986). Les anticorps spécifiques d'origine
colostrale sont mis en évidence dans la premiére semaine de vie (Hietala, Ardans, et
Sansome 1985) puis montrent une décroissance a une période qui varie selon les auteurs et
les méthodes sérologiques utilisées : autour de 20-30 jours (Jacks et al. 2007, Takai et al.
1995) jusqu'a 2 mois (Hietala, Ardans, et Sansome 1985). Chez des poulains tout-venant,
les taux d'anticorps spécifiques anti-R. equi atteindraient le niveau observé chez les chevaux
adultes autour de 5-6 mois d'age selon (Hietala, Ardans, et Sansome 1985) et seraient
maximaux a 2 ans selon (Takai, Kawazu, et Tsubaki 1986).

Cependant, en présence d'une exposition naturelle intense (poulains provenant d'élevages
ou la maladie est enzootique ou hébergeant des concentrations élevées de bactéries dans le
contenu intestinal), les titres en anticorps anti-R. equi augmenteraient dés I'age de 4 a 8
semaines (Takai et al. 1995) pour atteindre les niveaux d'lgM et d'lgG anti-R.equi mesurés
chez les chevaux adultes aux environs de 5-9 semaines d'age et une valeur maximale a 2-3
mois (Takai et al. 1995). Par la suite, ces concentrations diminueraient pour rejoindre les
niveaux enregistrés chez les chevaux adultes entre 3 et 6 mois d'age (Takai et al. 1995).

v Caractérisation de la réponse immune humorale

e Classes d'immunoglobulines et sous-classes d'lgG

Les classes d'immunoglobulines et les sous-classes d'lgG impliquées dans la
réponse immune humorale dirigée contre R. equi ont été étudiées dans le cadre
d'infections naturelles ou expérimentales aussi bien chez les poulains que chez les
chevaux adultes.

o Chevaux adultes

La réponse immune humorale chez des chevaux adultes inoculés par voie
intrabronchique avec des bactéries virulentes a été étudiée par (Lopez et al. 2002) et
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(Jacks et al. 2007) a I'aide de méthodes ELISA recherchant des anticorps dirigés, soit
contre une préparation antigénique obtenue a partir des bactéries entiéres et
composée d'un mélange d'antigenes extracellulaires et somatiques (Jacks et al.
2007, Lopez et al. 2002), soit contre la protéine VapA (Lopez et al. 2002).

Les résultats de Lopez et al. (2002) montrent que les IgG anti-R. equi et anti-VapA
ont augmenté significativement 14 jours aprés l'inoculation. En ce qui concerne les
immunoglobulines anti-VapA, toutes les classes et sous-classes analysées, a savoir
les 1gGa, IgGb, 1gG(T), les IgM et les IgA, ont vu leur concentration augmenter. La
réponse en anticorps anti-R. equi était identique, a I'exception des IgA qui n'ont pas
montré d'accroissement de titre. La réponse humorale, que ce soit pour les anticorps
anti-R. equi ou pour les anticorps anti-VapA, était caractérisée 14 jours aprés
inoculation par une prédominance des IgGb et des IgGa.

Dans I'étude de (Jacks et al. 2007), seules les IgGb présentaient une augmentation
significative 15 jours apres l'inoculation intrabronchique.

o Poulains

(Takai, Kawazu, et Tsubaki 1987) ont étudié a l'aide d'une méthode ELISA (Takali,
Kawazu, et Tsubaki 1985, Takai, Kawazu, et Tsubaki 1986) la réponse immune
humorale en IgG, IgM et IgA dirigée contre des antigénes totaux de R. equi chez 3
poulains infectés expérimentalement par R. equi, selon des voies et avec des
souches différentes, et chez un poulain infecté naturellement et ayant développé une
pneumonie.

Suite a l'inoculation intratrachéale d'une dose élevée de bactéries virulentes, des
signes cliniqgues ont été constatés dés le deuxiéme jour apres l'infection ; une forte
augmentation des IgG a été mesurée 6 jours aprés inoculation, suivie par un
accroissement progressif des IgM et des IgA sur toute la durée de I'étude (16 jours).
Apres inoculation d'une souche avirulente, seule une augmentation des IgG a été
observée dans les 6-12 jours apres inoculation.

Le poulain infecté naturellement a présenté des signes cliniques a 5 semaines d'age.
Des IgG anti-R. equi ont été détectées une semaine plus tard et ont montré une
augmentation de concentration trés marquée jusqu'a la mort du poulain. En revanche,
aucune évolution n'a été constatée pour les IgM et les IgA.

L'administration quotidienne per os de R. equi virulents a un poulain pendant 9
semaines a entrainé un accroissement marqué des IgG anti-R. equi 2 semaines
apres la premiere administration. Le taux d'lgG s'est maintenu a un niveau élevé
pendant 3 semaines puis a décru progressivement. Les deux autres classes, IgM et
IgA, ont augmenté légérement, respectivement a 5 semaines et 2 semaines aprés
l'inoculation initiale. Un résultat concordant a été obtenu par (Takai, Kawazu, et
Tsubaki 1986) pour les IgM avec un accroissement 5-8 semaines aprés l'inoculation
initiale.

Les auteurs concluent que la réponse immune humorale du poulain dirigée contre R.
equi peut étre affectée par la souche, la voie et l'intensité de I'exposition.

Les différentes sous-classes d'IlgG impliquées dans la réponse humorale des
poulains ont été étudiées par (Jacks et Giguéere 2010) et (Sanz et al. 2015) en
utiisant une méthode ELISA dont les antigenes étaient respectivement une
préparation composée d'antigenes solubles extracellulaires et somatiques, et la
protéine VapA recombinante.

Chez des poulains infectés expérimentalement par voie intrabronchique avec une
dose faible ou une dose élevée d'un inoculum virulent, les premiers auteurs ont
constaté que le ratio moyen des concentrations d'lgG(T) anti-R. equi apres et avant
infection était significativement plus élevé chez les poulains ayant recu une dose forte
d'inoculum par rapport a ceux ayant regu une dose faible. Il en était de méme pour le
ratio moyen des concentrations d'IlgM apres et avant infection. L'administration d'une
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dose infectante élevée s'était traduite par une augmentation de 62 a 328 fois de la
concentration en IgG(T) pré-infection.

En revanche, l'infection des poulains avec une dose faible (méthode reconnue pour
produire une évolution progressive de la maladie proche de l'infection naturelle) était
associée a une augmentation significative des IgGa, IgGb, IgGc et IgM anti-R. equi
mais pas des IgG(T).

L'étude de (Sanz et al. 2015) a concerné des poulains naturellement infectés ou
infectés expérimentalement par voie intrabronchique.

L'ensemble des poulains a présenté une diminution des IgG et des sous-classes
d'lgG anti-VapA au cours des 2 a 4 premiéres semaines de vie, liée au déclin naturel
des anticorps colostraux.

L'infection expérimentale par voie trachéale avec une dose faible de bactéries
virulentes a entrainé, comme dans I'étude citée précédemment, une augmentation
significative des IgGa, mais également des IgG(T) entre 4 et 6 semaines aprés
I'infection, I'augmentation étant plus précoce pour les IgG(T). Aprés infection naturelle
diagnostiquée par la présence de lésions pulmonaires a I'échographie aux environs
de 3 semaines, seules les IgG(T) spécifiques anti-VapA ont augmenté au cours du
temps et a partir de 5 semaines.

Cette divergence de résultats concernant I'évolution des IgG(T) chez les poulains
infectés expérimentalement par voie intrabronchique a l'aide de dose faible de
bactéries virulentes pourrait découler des différences entre les méthodes ELISA
utilisées, et notamment des différences d'antigénes.

Les résultats obtenus lors d'infection naturelle accompagnée de lésions pulmonaires
semblent étre confirmés par I'étude (Sanz et al. 2016) qui tend a montrer que les
IgG(T), contrairement aux autres sous-classes d'lgG, seraient un bon indicateur de la
maladie.

Réponse humorale dirigée contre les différentes protéines Vap

La réponse humorale en anticorps anti-protéines Vap (Vap A,C, D, E, F, G et H) a été
étudiée chez des chevaux adultes, des poulains naturellement exposés a la bactérie
mais sains et enfin, des poulains atteints de pneumonie a R. equi (Hooper-McGrevy,
Wilkie, et Prescott 2003). Suite a une exposition naturelle a des R. equi virulents,
seuls les anticorps anti-VapA et anti-VapC augmentent. En revanche, les anticorps
anti-VapF, VapG et VapH ne montrent aucune évolution et les anticorps anti-VapE ne
sont pas détectés.

Les anticorps anti-VapD croissent |égérement chez certains poulains quelques
semaines apres le pic de réponse a VapA et VapC. La réponse marquée en anticorps
anti-VapA et VapC était identique dans les 3 groupes d'animaux. Les poulains atteints
de pneumonie présentaient des concentrations en anticorps anti-VapD et VapE plus
élevées que les poulains cliniquement indemnes.

Les différentes sous-classes d'lgG (IgGa, 1gGb, 1gGc et IgG(T)) dirigées contre
chaque protéine Vap ont été recherchées. De maniere générale, l'isotype IgGc était
guasiment absent. La réponse en IgG(T) anti-VapA, VapC et VapG des poulains
malades était significativement plus élevée que celle des chevaux adultes. Les
adultes ont présenté une réponse dominée par des IgGa contre VapA, VapC, VapF et
VapH relativement aux IgGb et IgG(T). Bien que les poulains atteints de pneumonie
aient produit des IgGa contre VapA et VapC, chez ces animaux, les IgGb étaient
prédominantes et vis-a-vis de toutes les protéines Vap. Les concentrations en IgGb
des poulains malades étaient significativement plus élevées que celles des chevaux
adultes pour VapA, VapC, VapD, VapE et VapG et significativement plus élevées que
celles des poulains sains pour VapC, VapE et VapG.
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3.3.2.2. Intérét diagnostique des tests sérologiques

Diverses études ont évalué l'intérét diagnostique des méthodes sérologiques recherchant
des anticorps anti-R. equi ou dirigés contre divers antigenes de R. equi.

En ce qui concerne les méthodes ciblant principalement les anticorps anti-equi factors, les
résultats obtenus tendent & montrer que l'augmentation des anticorps se manifeste
uniquement chez les poulains malades ou cliniguement suspects (Prescott, Coshan-
Gauthier, et Barksdale 1984) et ne caractériseraient que les stades tardifs de l'infection
(Prescott et Hoffman 1993).

Cependant, (Prescott et al. 1989) constatent, par la technique de l'inhibition de I'némolyse
synergique (Skalka et Svastova 1985), que certains poulains présentant des signes cliniques
ne séroconvertissent pas, ce qui traduirait un manque de sensibilité de ce test.

L'étude de (Hietala, Ardans, et Sansome 1985) sur I'immunodiffusion en gélose conclut, en
raison de I'hétérogénéité des réponses observées d’un animal a l'autre, qu'elle ne permet
pas de détecter tous les poulains infectés. Deux autres études (Giguere, Hernandez, Gaskin,
Prescott, et al. 2003, Sellon et al. 2001) portant également sur l'immunodiffusion en gélose,
établissent une sensibilité et une spécificité de respectivement 62,5% - 75,9% et 62,5% -
53,8%. (Giguére, Hernandez, Gaskin, Prescott, et al. 2003) concluent que ce test
sérologique ne présente qu'un faible intérét dans la détection précoce des cas d'infection par
R. equi.

Par ailleurs, cette méthode se révele moins performante pour le diagnostic de l'infection que
la techniqgue PCR mettant en évidence le plasmide de virulence dans un prélévement
trachéal ou la numération-formule des leucocytes sanguins (Giguére, Hernandez, Gaskin,
Prescott, et al. 2003, Sellon et al. 2001).

Dés 1985, (Takai, Kawazu, et Tsubaki 1985) avaient montré, a l'aide d'un antigéne obtenu
par extraction au Tween 20, que I'ELISA était une méthode plus sensible que
l'immunodiffusion en gélose.

Par la suite, deux études ont comparé la sensibilité et la spécificité de différents ELISA et
d'autres méthodes sérologiques comme l'immunodiffusion en gélose et linhibition de
I'hémolyse synergique (Giguére, Hernandez, Gaskin, Prescott, et al. 2003, Martens, Cohen,
Chaffin, Takai, et al. 2002).

(Martens, Cohen, Chaffin, Takai, et al. 2002) concluent qu'aucune des méthodes testées
dont 3 ELISA, ne permet de distinguer de maniére fiable les poulains atteints de
rhodococcose des poulains indemnes et donc qu'aucune ne permet l'établissement, la
confirmation ou l'infirmation d'un diagnostic de pneumonie a Rhodococcus equi.

L'étude de (Giguére, Hernandez, Gaskin, Prescott, et al. 2003) a comparé l'intérét de 4 tests
ELISA différents et d'une méthode d'immunodiffusion en gélose dans le diagnostic des cas
de pneumonie a R. equi. Les résultats montrent que l'immunodiffusion en gélose est moins
sensible que chacun des 4 ELISA. Pour chaque test, le choix d'un seuil de positivité bas
s'accompagne d'une sensibilité élevée et d'une spécificité faible. L'élévation du seuil entraine
une augmentation de spécificité mais une réduction de la sensibilité. L'ELISA utilisant un
mélange d'antigenes solubles montre la meilleure performance diagnostique avec une
sensibilité de 59% et une spécificité de 88%. Cependant, les auteurs concluent qu'aucune
méthode sérologique étudiée ne permet de distinguer les poulains malades des poulains
sains et donc aucune ne présente d'intérét diagnostique.

Plusieurs études ont évalué les performances diagnostiques d'ELISA utilisant comme
antigénes des peptides, épitopes immunogenes, de la protéine VapA.

(Vanniasinkam, Barton, et Heuzenroeder 2001) ont développé un ELISA recherchant des
anticorps dirigés contre un épitope linéaire de VapA (NLQKDEPNGRA). lls observent une
amélioration de la sensibilité de cette méthode relativement a un ELISA ciblant des anticorps
anti-R. equi.
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L'étude de (Taouji et al. 2002) a testé également un ELISA dont l'antigene était un peptide N-
terminal de VapA (NLQKDEPGRASDT), de séquence trés proche de celle du peptide
précédent. Les résultats montrent que cette méthode est plus sensible qu'un ELISA ciblant
des anticorps anti-VapA recombinante et permet un diagnostic sérologique précoce des cas
d'infection par R. equi.

(Phumoonna et al. 2006) ont évalué la sensibilité, la spécificité et la capacité a identifier les
cas de pneumonie a R. equi d'un ELISA utilisant comme antigéne un peptide immunogéne
N-terminal de VapA (TSLNLQKDEPNGRASDTAGQ) dont la séguence intégre celles des
peptides étudiés par (Taouji et al. 2002) et (Vanniasinkam, Barton, et Heuzenroeder 2001).
La mise en évidence des IgG totales par cette méthode conduit a une sensibilité de 47,62%,
une spécificité de 69,67% et une valeur prédictive des cas de maladie de 57,47%. Les
performances de cet ELISA ont été améliorées par la détection d'lgGb dirigés contre le
méme antigéne : la sensibilité s'est alors élevée a 70,47%, la spécificité a 72,13% et la
valeur prédictive a 68,52%. Les auteurs concluent que la détection d'lgGb dirigés contre
I'épitope en question est un meilleur outil de détection des cas de rhodococcose chez les
poulains que les ELISA recherchant les IgG totales. Par ailleurs, méme si les performances
diagnostiques de cet ELISA détectant des IgGb n'atteignent pas les valeurs de
sensibilité/spécificité optimales de 90-95%, les auteurs soulignent que cette méthode obtient
des résultats comparables a ceux d'autres méthodes non sérologiques, d'intérét
diagnostique reconnu et utilisées en routine, comme la radiographie et I'échographie
thoracique, ou la mise en évidence par PCR de bactéries virulentes dans des prélevements
trachéaux.

Seule I'étude la plus récente montre l'intérét d’un test ELISA détectant les IgG(T) contre la
protéine VapA, avec 90% de sensibilité et 96% de spécificité (Sanz et al. 2016).

Cependant, malgré ces pistes d'amélioration concernant la technique ELISA et portant sur
l'utilisation de peptides de VapA immunogénes, la conférence de consensus tenue par
I'ACVIM en 2011 (Giguere et al. 2011) conclut que I'état actuel des connaissances ne permet
pas de recommander les tests sérologiques dans le diagnostic des pneumonies a R. equi.

3.3.2.3. Conclusions et recommandations

Les méthodes sérologiques recherchant des anticorps anti-R. equi ou dirigés contre divers
antigénes de R. equi (dont la protéine VapA) permettent de mettre en évidence des anticorps
qui peuvent étre d'origine colostrale ou indiquer une exposition a la bactérie, une infection
subclinique ou un cas de rhodococcose. De maniére générale, les techniques ELISA
semblent actuellement plus efficaces dans la détection des anticorps anti-R.equi que les
autres méthodes.

Ces constats soulignent lintérét de ces techniques pour la conduite d'enquétes de
prévalence sérologiques (Attili et al. 2006, Tirosh-Levy et al. 2017, Cuteri et al. 2003) et pour
évaluer la qualité d'un plasma hyperimmun. En revanche, elles ne peuvent étre
recommandées pour le diagnostic des pneumonies a R. equi.

3.3.3.Intérét du plasma hyperimmun dans la prévention médicale de larhodococcose

3.3.3.1. Etat des connaissances

En I'absence de vaccin commercial disponible, la prophylaxie médicale de la rhodococcose
dans les élevages ou la maladie sévit de facon enzootique repose encore actuellement sur
ladministration aux poulains d'un plasma hyperimmun (PHI) spécifique de souches
virulentes de R. equi (Muscatello 2012).

Le transfert passif d'immunité joue un réle majeur dans la résistance du poulain aux agents
infectieux et I'insuffisance de ce transfert est associée a une sensibilité accrue aux infections
(Kohn et al. 1989). Par ailleurs, la diminution des anticorps maternels se produit chez les
poulains a I'age ou les cas de pneumonie dus a R. equi sont habituellement diagnostiqués
(Demmers et al. 2001, Prescott 1991) ce qui suggere un rble protecteur des anticorps contre
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linfection par R. equi (Dawson et al. 2010). C’est sur ce constat que sont fondés les
protocoles de prévention de la rhodococcose chez les poulains par 'administration de PHI
(Madigan, Hietala, et Muller 1991).

L’objectif de I'administration de PHI est de fournir au poulain, durant sa période de sensibilité
a l'infection, une large gamme d’anticorps dirigés contre des R. equi virulents ainsi que
d’autres facteurs, afin de renforcer les mécanismes effecteurs de I'immunité humorale
dirigée contre cette bactérie (Dawson et al. 2010, Muscatello 2012).

1. Bases théoriques de [l'efficacité du PHI

Méme si les composants responsables de la protection conférée par le PHI sont encore mal
connus, les anticorps dirigés contre les protéines VapA et VapC semblent jouer un réle
crucial et d’autres facteurs non spécifiques comme des cytokines, des facteurs du
complément, la fibronectine, des collectines et des protéines de la phase aigué de
linflammation pourraient également y contribuer (Giguere 2001, Muscatello 2012).

v' ROole des anticorps spécifiques

Un ensemble de résultats suggére que les anticorps pourraient étre des composants
majeurs du PHI (Giguére et al. 2002).

Les anticorps spécifiques peuvent neutraliser directement les agents pathogénes
avant qu’ils ne rejoignent I'espace intracellulaire. Ainsi, suite a 'administration de PHI,
les anticorps spécifiques anti-R. equi qui diffusent dans les voies respiratoires du
poulain, améliorent la clairance pulmonaire de la bactérie (Flaminio 2010, Prescott et
al. 1997). Le PHI serait donc efficace lorsque son administration précéde I'exposition,
ce qui est confirmé par plusieurs auteurs (Chaffin et al. 1991, Muller et Madigan
1992).

Les anticorps spécifiques ont également un réle essentiel en tant qu’opsonines pour
une phagocytose efficace (Demmers et al. 2001, Flaminio 2010). L’opsonisation de
R. equi par des anticorps spécifiques favorise in vitro la phagocytose et la destruction
des bactéries par les macrophages alvéolaires du poulain (Hietala, Ardans, et
Sansome 1985, Zink et al. 1985). Une augmentation du relargage oxydatif des
polynucléaires neutrophiles et des macrophages et de la libération de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a par les macrophages est également observée en présence de
bactéries opsonisées (Dawson et al. 2009).

e Role des anticorps dirigés contre les protéines Vap

Tous les antigénes de R. equi, utilisés dans le cadre des diverses méthodes
sérologiques, n'induisent pas la production d'anticorps protecteurs. C'est le cas, par
exemple, des exoenzymes de R. equi (cholestérol oxydase et phospholipase C)
(Machang'u et Prescott 1991).

En revanche, les démonstrations du rble protecteur des anticorps anti-VapA sont
nombreuses tant in vitro (Tan et al. 1995) que dans le modéle murin (Fernandez,
Prescott, et Nicholson 1997) ou I'espéce cible :

- L’administration aux poulains d’'un plasma provenant d’'un cheval immunisé
avec des protéines VapA partiellement purifiées et riche en IgG spécifiques,
renforce la clairance pulmonaire de la bactérie, par comparaison avec des
poulains ne recevant pas de plasma ou bien un plasma dépourvu d’anticorps
spécifiques anti-VapA (Prescott et al. 1997).

- L’administration intraveineuse a des poulains d’immunoglobulines purifiées
obtenues chez des chevaux immunisés avec des protéines VapA et VapC
recombinantes, a réduit la sévérité de la pneumonie apres une infection
expérimentale sévere par R. equi. Dans cette méme étude, le degré de
protection conféré par les immunoglobulines anti-VapA et anti-VapC était
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identique a celui apporté par un PHI ayant un titre élevé en anticorps anti-
VapA (Hooper-McGrevy et al. 2001).

Ainsi, selon les résultats obtenus dans I'espéce cible, les immunoglobulines dirigées
contre VapA et VapC seraient responsables de la protection conférée par le PHI.

e Role des sous-classes d’lgG

Diverses études ont cherché a définir le profil isotypique des immunoglobulines
dirigées contre les protéines Vap qui est associé a la protection contre la
rhodococcose chez les chevaux adultes et les poulains naturellement immuns.

Les résultats des premiéres études, obtenus lors d’infections naturelles ou
expérimentales, semblaient démontrer qu'une production accrue d’lgGa et d’lgGb,
accompagnée d'une prédominance des IgGa, était protectrice (Hooper-McGrevy,
Wilkie, et Prescott 2003, Lopez et al. 2002, Takai et al. 2002).

Par ailleurs, les PHI commerciaux contiennent principalement des IgGb, des IgGa
mais en moindre concentration, et une trés faible quantité d'IgG(T) (Sanz et al. 2014),
ce qui est plutdét en faveur d’'une production principale d’lgGa et d’IlgGb, dominée par
les IgGb, chez les chevaux adultes immunisés.

Cependant, deux études (Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2005, Jacks, Giguére,
et Prescott 2007) sont venues remettre en question ces résultats, aussi bien chez les
adultes que chez les poulains.

Les résultats de Jacks et al. en 2007 (Jacks, Giguére, et Prescott 2007) tendent a
infirmer le réle protecteur des IgGa chez les chevaux adultes et du couple IgGa et
lgGb chez les poulains, infectés expérimentalement dans les deux cas.

Les travaux de Hooper-McGrevy et al. en 2005 (Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott
2005) montrent que des poulains immunisés par voie orale sont protégés vis-a-vis
d'une infection expérimentale réalisée 3 semaines plus tard et présentent une
production dominante d'lgG(T) relativement aux IgGa et IgGb. La production d'lgG(T)
étant considérée comme associée a une réponse immune de type Th2, ce résultat
viendrait contredire le caractére protecteur admis d'une réponse immune de type Thl.
Les auteurs concluent prudemment que le profil isotypique des immunoglobulines G
ne permet pas d'évaluer le niveau de protection contre la maladie.

En conclusion, il semblerait que, chez les poulains immuns et les poulains malades,
le profil isotypique puisse varier grandement en fonction de certains facteurs comme
la voie d’exposition a la bactérie, la dose infectieuse et la nature de linfection,
expérimentale ou naturelle. Ainsi, les données de la littérature ne permettent pas de
statuer avec certitude sur la composition isotypique des IgG a rechercher pour les
PHI afin de garantir une protection des poulains contre la rhodococcose pulmonaire.

Réle potentiel de facteurs plasmatiques autres que les anticorps

Un certain nombre d’observations suggére que des facteurs autres que les anticorps
pourraient également contribuer a la protection conférée par le PHI.

Ainsi, des taux élevés d’anticorps anti-R. equi transmis aux poulains, via le colostrum,
par la mére immunisée, ne protégent pas les poulains de la maladie (Martens,
Martens, et Fiske 1991) ou ne conférent pas une protection équivalente a celle d’'un
PHI produit sur des donneurs immunisés avec une préparation antigénique identique
a celle administrée aux juments (Prescott et al. 1997).

Par ailleurs, chez les poulains, le niveau de résistance a l'infection ne semble pas
corrélé a la concentration sanguine en anticorps spécifiques (Martens et al. 1989).
Enfin, aucune différence relative a la mortalité ou a la sévérité de la maladie n’a été
observée entre deux lots de poulains infectés expérimentalement & 21 jours et ayant
recu soit du plasma normal, soit du PHI (Perkins et al. 2002).
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Cet ensemble de résultats permet de suspecter lintervention de facteurs non
spécifiques présents dans le plasma normal et le PHI mais pas dans le colostrum,
comme la fibronectine, le complément et les cytokines (Dawson et al. 2010). La
nature et le role exacts de ces facteurs demeurent indéterminés.

2. Analyse des essais in vivo explorant l'efficacité du PHI

De nombreuses études ont été réalisées depuis les années 80 pour évaluer la capacité des
PHI a prévenir ou a traiter la rhodococcose pulmonaire du poulain.

v' Bilan des études in vivo disponibles

Quatorze publications présentant les résultats de telles études ont été recensées
dont douze dans des revues scientifiques a comité de lecture, une dans les actes
d’un colloque avec comité de lecture et une derniére disponible sur Internet n’ayant
pas fait 'objet d’une relecture scientifique. Douze ont recherché un effet préventif vis-
a-vis de la maladie et une seule, un effet thérapeutique (Tableau 1).

Parmi les douze publications parues dans des revues scientifigues a comité de
lecture, cing ont étudié I'effet de PHI commerciaux dont quatre PHI commerciaux
pour lesquels la concentration en anticorps anti-VapA avait été évaluée. Les sept
autres ont étudié des plasmas non commerciaux produits sur 1 a 90 chevaux
donneurs en utilisant des préparations antigéniques différentes (bactéries vivantes,
bactéries tuées, protéines sécrétées incluant VapA, antigenes de paroi dont VapA,
présence d'un adjuvant ou non) et des protocoles d’immunisation différents. Par
ailleurs, les méthodes sérologiques (fixation du complément, immunodiffusion en
geélose, ELISA) mises en ceuvre pour évaluer le titre en anticorps anti-R equi de ces
plasmas non commerciaux et les modalités d’expression des résultats sérologiques
étaient différentes.

D’autres différences sont a souligner entre les douze publications :

- selon les études, I'effet préventif du PHI a été évalué dans le cadre d’infection
expérimentale (7 publications) ou d’infection naturelle (essais terrain) (5
publications).

- selon les études, I'age de la premiére administration de plasma (moins de 2j
jusqu’a 60j), le nombre d’administrations (1, 2 ou 6), le volume injecté a
chaque administration (50 ml, 150 ml, 300ml, 600ml, 1 litre...) ou au total (400
ml, 11, 2I) et la voie d’administration (IV et/ou SC) étaient variables.

Deux autres études ont été recensées : une étude de terrain d’'une durée de 5 ans
réalisée dans un élevage ou la maladie était enzootique et dont les résultats ont été
présentés lors d’'un congrés international avec actes (Muller et Madigan 1992) et une
étude disponible sur internet réalisée par une société privée qui produit un PHI
autorisé aux Etats-Unis (Brandon, Hill, et Wilson 2009).

Les différences, nombreuses et variées, entre ces travaux (produit administré,
protocole de traitement, modalités d’infection, critéres retenus pour I'évaluation de
I'efficacité, puissance statistique ...) rendent particulierement délicate toute
comparaison des résultats obtenus.

Le bilan de ces résultats montre une absence de convergence.
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Tableau 1 : Bilan des études in vivo sur ’efficacité du plasma hyperimmun a prévenir la rhodococcose pulmonaire du poulain

auteurs

mode
d’infection

protocole d’administration :
nombre - (dose voie) - dge

type de plasma

principaux critéres mesurés (S ou NS)

conclusion des auteurs

(Martens et al.
1989)

expérimentale

2 (20 ml/kg IV) - 3j et 5j

non commercial

taux de mortalité (S)

capacité a controler I'évolution de la maladie

(Madigan, Hietala,

et Muller 1991) naturelle 1 (1litre IV) - entre 30 et 60 j non commercial incidence (S) effet préventif si administré avant exposition
**(Mull t 1(1litrelV)-3a 336 . - , e . s -
(. utier naturelle ( I. re IV) - age moyen 33 non commercial incidence (S) effet préventif si administré avant exposition
Madigan 1992) semaines
Hurl t B . . . L . .
(Hur ?9/;5) cee naturelle 1(1litrelV)-<2j non commercial incidence (NS) aucun effet démontré
1 (300 a 1200ml selon titre Ac IV) - 4j s . . .
(Becu, Polledo, et (. . ! )- 4 . taux de mortalité (S) effet préventif en association avec la
naturelle uniqguement si PTF non commercial

Gaskin 1997)

1 (600 a 1200ml IV) — 25j

incidence (NS)

vaccination des juments

(Prescott et al.

augmentation de la clairance pulmonaire de

1997) expérimentale 1 (1 litre) — 1j non commercial numération bactérienne pulmonaire (S) la bactérie
Higuchi et al. . . ] T ) ]
( |g;99|9) naturelle 1(1-2 litres IV) — entre 10 et 39j non commercial incidence (NS) aucun effet démontré

(Hooper-McGrevy

ratio poids pulmonaire/poids

capacité a limiter la sévérité des lésions

et al. 2001) expérimentale 1 (1 litre IV) — entre 18 et 23] commercial corporel (S) ulmonaires
’ numeération bactérienne pulmonaire (S) P
. taux de mortalité (NS) , S P
Perk . ff f | I
( erzggzit a expérimentale 1 (15ml/kg IV) - 14j commercial score radiographique (NS) Eof;glrevenn equivalent au plasma equin
score clinique (NS)
Gigué tal 2 (950ml IV) —entre 1 et 10j et ent . - . .
( |gl;(e):)e2)e a naturelle 3(§ ot SrEj ) —entre 1 et 10j et entre commercial incidence (NS) aucun effet démontré
ore radiographique (S -
(Caston et al. L. . . . scorer I.g ap. ique (S) capacité a limiter la sévérité des lésions
2006) expérimentale 1(1litre V) - 2j commercial score respiratoire (S) pulmonaires
score lésionnel pulmonaire (NS)
*(Brandon, Hill, et délai apparition signes cliniques (S)
o expérimentale 1 (950ml) commercial score lésionnel pulmonaire (S) capacité a controler I'évolution de la maladie

Wilson 2009)

numération bactérienne pulmonaire (S)

(Erganis et al.
2014)

expérimentale

6 (150ml IV puis 5x50ml SC) — 26j puis
29, 33, 37 et 45j

non commercial

taux de mortalité (NS)
délai apparition signes cliniques (S)
score lésionnel pulmonaire (NS)

effet préventif en association avec la
vaccination des juments

(Sanz et al. 2016)

expérimentale

1 (20ml/kg IV) — €2

commercial

incidence (NS)
score échographique (S)

capacité a limiter la sévérité des Iésions
pulmonaires

* publication internet : pas de comité de lecture
** article issu des actes d’un colloque international avec comité de lecture




Avis de I’Anses
Saisine n° 2017-SA-0046

v" Analyse des résultats des études in vivo

Dans certaines études, la transfusion de PHI obtenu a partir de chevaux donneurs
immunisés avec des antigénes variés de R. equi entraine chez les poulains, aprés une
épreuve infectieuse expérimentale ou naturelle, une réduction significative de la morbidité
et la mortalité (Becu, Polledo, et Gaskin 1997, Madigan, Hietala, et Muller 1991, Martens et
al. 1989, Muller et Madigan 1992), de la sévérité des lésions pulmonaires évaluées par
échographie (Sanz et al. 2016), radiographie (Caston et al. 2006) ou autopsie (Erganis et
al. 2014, Hooper-McGrevy et al. 2001) ou du nombre de bactéries isolées des poumons
(Brandon, Hill, et Wilson 2009, Hooper-McGrevy et al. 2001) (Tableau 1).

D’autres études n’ont pas mis en évidence de différence significative entre des poulains
ayant recu du PHI et des poulains témoins, pour des critéres identiques (incidence des cas
de bronchopneumonie, sévérité clinique ou lésionnelle) (Giguére et al. 2002, Higuchi et al.
1999, Hurley et Begg 1995, Perkins et al. 2002), que les poulains aient été infectés de
facon expérimentale ou naturelle (Tableau 1).

Cependant, considérés dans leur ensemble, ces résultats suggérent que 'administration de
PHI & des poulains pourrait étre un moyen de prévenir la rhodococcose pulmonaire mais
avec une incertitude élevée liée a leur hétérogénéité (Saisine 2013-SA-0122 - Rapport
d’expertise collective — Groupe de travail « Alternatives aux antibiotiques »).

Par ailleurs, une méta-analyse conduite en 2005 (Giguére et Jacks 2005) montre un effet
global de prévention de la maladie par administration du PHI avec un odds ratio de 4,6 et
un intervalle de confiance a 95% de [1,1 — 19] (p <0.05).

La seule publication (Chaffin et al. 1991) ayant étudié l'effet thérapeutique d'un PHI non
commercial n'a pas montré de résultats significatifs.
v Facteurs influant sur I'efficacité du PHI

De nombreux facteurs sont susceptibles d’influer sur I'efficacité observée d’'un PHI ; ils sont
reliés a la fois aux modalités de production et d’administration du PHI mais également aux
caractéristiques de 'élevage et des animaux.

L’efficacité d’'un PHI peut étre affectée par la dose administrée, le moment d’administration,
le niveau de compétence de I'immunité innée, les pratiques d’élevage et la pression
d’infection par des bactéries virulentes de I'environnement (Dawson et al. 2010).

e Echecs liés aux caractéristigues du PHI

Un certain nombre d’échecs rapportés dans la littérature peuvent résulter de [I'utilisation
d'un plasma de mauvaise qualité, soit parce que la concentration en anticorps spécifiques
anti-R equi est insuffisante, soit parce que les concentrations en anticorps anti-VapA ou
anti-VapC sont insuffisantes.

La production d’'un plasma de mauvaise qualité peut étre liée a un mauvais choix des
souches vaccinales, en particulier a I'utilisation de souches qui ont perdu leur plasmide de
virulence au cours des manipulations, a une dose vaccinale et/ou un adjuvant inappropriés
et éventuellement aux caractéristiques immunitaires du donneur (Dawson et al. 2010,
Muscatello 2012).

Le réle possible de I'adjuvant est souligné par les résultats de I'étude de Cauchard et al. de
2004 (Cauchard et al. 2004) : les juments immunisées avec des bactéries entieres tuées
par le formol présentent une élévation des anticorps anti-R equi par rapport a des juments
témoins, mais bien plus faible que celle observée chez des juments vaccinées avec une
préparation antigénique associée a un adjuvant nanoparticulaire.

Bien que ces données soient controversées, les concentrations relatives en IgGa et IgGb
versus IgG(T) pourraient également intervenir dans le degré de protection conféré par le
PHI (Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2003, Lopez et al. 2002, Takai et al. 2002).
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Par ailleurs, des travaux récents ont souligné des différences notables entre des PHI
commercialisés aux USA, mais également entre les lots d'un méme produit commercial.
Ainsi, I'étude de Sanz et al., de 2014 (Sanz et al. 2014) a évalué les IgG totales spécifiques
anti-VapA ainsi que les sous-classes d’lgGa, IgGb et IgG(T) anti-VapA dans 4 PHI
commercialisés aux USA et a montré une absence de différence significative pour les IgG
totales et les IgGb. En revanche, des différences significatives ont été détectées pour les
lgGa et les IgG(T), ces dernieres étant en faible quantité dans les 4 produits. Outre la
qualité variable des plasmas testés, des différences importantes entre les lots d’'un méme
PHI commercial ont été mises en évidence pour les IgG totales et les 3 sous-classes d’lgG
(Cesar et al. 2016, Sanz et al. 2014).

Ces variations qualitatives ont pu contribuer a la production de résultats divergents lors
d’essais in vivo testant l'efficacité de PHI commerciaux de composition théoriquement
proche.

e Echecs liés aux erreurs d’administration et aux pratiques d’élevage

L’absence d’effet préventif peut étre di a une administration du PHI aprés une exposition
importante & R. equi (Giguéere et Prescott 1997, Muller et Madigan 1992) ou a un taux
insuffisant d’anticorps protecteurs au moment de l'infection en raison de la décroissance au
cours du temps des anticorps transmis passivement (Giguere et Prescott 1997, Heidmann,
Madigan, et Watson 2006). Pour maximiser les chances d’efficacité d'un PHI de bonne
gualité, le moment ou les moments de son administration au poulain sont donc un point
critique : en effet, il faut éviter des taux insuffisants d’anticorps ou d’autres éléments
plasmatiques protecteurs lorsque I'exposition infectieuse par aérosol se produit (Dawson et
al. 2010).

L’échec de leffet préventif du PHI peut aussi étre consécutif aux pratiques d’élevage.
L’efficacité d’'un PHI sera réduite ou supprimée si les poulains traités et non traités sont
mélangés ou si les animaux traités sont laissés dans un environnement ou le risque de
transmission par aérosol de R. equi virulents est tres élevé comme des écuries
poussiéreuses, des paddocks ou des prairies comportant des aires dépourvues de
couverture herbeuse en présence d’'une forte densité d’animaux (Dawson et al. 2010).

Méthodes de contrdle de la qualité des PHI

Des méthodes sérologiques variées ont été mises en ceuvre pour évaluer la qualité des
PHI lors d’essais d’efficacité in vivo.

Ce sont principalement des méthodes ELISA (Brandon, Hill, et Wilson 2009, Dawson et al.
2010, Hietala, Ardans, et Sansome 1985, Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2003,
Prescott et al. 1996, Takai, Kawazu, et Tsubaki 1985). Seuls Becu et coll. (Becu, Polledo,
et Gaskin 1997) ont utilisé le test de fixation du complément et 'immunodiffusion en gélose
(AGID).

Ces ELISA ont évalué les titres en anticorps anti-R equi (Hietala, Ardans, et Sansome
1985, Takai, Kawazu, et Tsubaki 1985) ou plus spécifiqguement en anticorps anti-VapA
(Brandon, Hill, et Wilson 2009, Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2003, Prescott et al.
1996). Le plus souvent, la densité optique définissant un échantillon positif était déterminée
par rapport a la densité optique d’'un sérum contrdle négatif, dilué ou non (Hooper-
McGrevy, Wilkie, et Prescott 2003, Prescott et al. 1996).

Ces méthodes différaient, entre autres, par la composition des antigénes utilisés (antigenes
capsulaires dont des polysaccharides, protéines membranaires de surface, protéines
sécrétées ...) et par les sérums choisis comme contrble négatif ou positif. Ainsi, les
résultats obtenus par ces diverses méthodes ne peuvent pas étre comparés ; de méme, il
n’‘est pas possible de considérer que des PHI commerciaux qui revendiquent des titres
ELISA en anticorps anti-VapA comparables, présentent réellement des concentrations
identiques en IgG anti-VapA.
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Seuls Brandon et al., (Brandon, Hill, et Wilson 2009) proposent une méthode ELISA
permettant de mesurer la concentration du PHI en anticorps anti-VapA. Des anticorps anti-
VapA provenant de plasmas équins ont été purifiés par chromatographie d’affinité. Une
solution de concentration connue (en mg/ml) a été préparée a partir de ces anticorps et a
servi a établir une courbe standard. Les concentrations en anticorps anti-VapA (ug/ml) des
plasmas a tester ont été déterminées par comparaison avec les valeurs de la courbe. Selon
cette méthode, un PHI efficace contiendrait 400 pg/ml d’anticorps anti-VapA.

Bien que les résultats obtenus pour les plasmas testés restent dépendants de la qualité
réelle de la solution de calibration utilisée, les méthodes qui permettent I'obtention de
résultats quantitatifs semblent plus adaptées a I'évaluation de la qualité des PHI et a la
comparaison de la qualité de divers PHI.

3. Inconvénients et effets secondaires de I'administration des PHI

L’utilisation des PHI comporte plusieurs inconvénients : d’une part, ils sont colteux aussi bien a
'achat (pour les PHI commerciaux) qu’'a la production, et d’autre part, leur modalité habituelle
d’administration est particulierement chronophage (temps de perfusion long) et contraignante. La
nécessaire contention du poulain peut étre a l'origine de traumas (Cohen, Chaffin, et Martens
2002, Giguére et al. 2011).

De plus, des réactions associées a la transfusion sont décrites. Elles sont d’intensité variable. Une
réaction systémique de type anaphylactique est la forme la plus sévere de réaction allergique a la
transfusion ; elle apparait aprés administration de quelques millilitres de plasma et se traduit par
des coliques, de la diarrhée, un cedéme du larynx, de I’hypotension, un état de choc, une arythmie
cardiaque voire un arrét cardiaque et une perte de conscience. La fievre est typiquement absente.
D’autres réactions, de moindre intensité, ont été observées qui sont caractérisées par de la fievre,
une tachycardie, une tachypnée ou des coliques (Hardefeldt, Keuler, et Peek 2010).

Hardefelt et al (Hardefeldt, Keuler, et Peek 2010) ont analysé la fréquence des réactions
indésirables suite a la transfusion de 2 plasmas équins commerciaux chez 69 poulains dont 62
agés de moins de 7 jours. Une réaction a été observée chez 9,7% des poulains de moins de 7
jours et aucun cas d’anaphylaxie n’a été constaté. Le signe clinique le plus fréquent était la fiévre
(67% des cas) devant la tachycardie, la tachypnée et les coliques. Muller et Madigan en
1992 (Muller et Madigan 1992) ont enregistré 3 réactions sévéres (collapsus) mais non mortelles
sur 520 poulains transfusés (soit une fréquence de 0,6%).

Enfin, la survenue d’'une nécrose hépatique aigué (ou maladie de Theiler), décrite chez des
chevaux adultes dans les 6 mois suivant une transfusion de plasma, demeure un phénomeéne tres
rare (Aleman et al. 2005)

Conclusion : Selon la littérature, suite a une transfusion de plasma a des poulains, des effets
secondaires légers a modérés sont observés dans environ 10% des cas et des réactions graves
dans moins de 1% des cas. Les inconvénients de I'administration de PHI sont également associés
au colt du produit et aux contraintes des modalités d’administration.

3.3.3.2. Recommandations sur le choix du PHI et des modalités d’administration

Du fait du colt, des contraintes en temps de travail et des risques sanitaires pour les poulains,
'administration de PHI devrait étre plutdt réservée a des poulains de valeur hébergés dans des
élevages ou la maladie sévit de fagon enzootique.

Certains auteurs préconisent la réalisation d'une étude codlt-bénéfice précise pour chaque
élevage, sur la base d’un arbre de décisions (Cohen, Chaffin, et Martens 2002).
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1. Criteres de choix du PHI et conditions de production

L’utilisation de plasma équin standard n’est pas recommandée (Giguere et Prescott 1997). En
revanche, les PHI présentant des concentrations élevées en anticorps anti-VapA et VapC seront
privilégiés.

Il n'existe pas actuellement de consensus sur les modalités d’immunisation des chevaux adultes
donneurs de plasma mais I'immunisation des donneurs avec une souche virulente, c’est-a-dire
possédant le plasmide de virulence et exprimant les protéines Vap dont VapA, est indispensable.

Les chevaux donneurs doivent répondre a des criteres sanitaires afin d’éviter la diffusion de
maladies infectieuses via leur plasma, et également étre exempts d’anticorps dirigés contre les
hématies des divers groupes sanguins équins.

Ainsi, les auteurs recommandent 'administration de plasmas commerciaux méme si des variations
de composition entre les lots sont observées. En effet, ils assurent une relative garantie de
composition, de pureté et de sécurité microbiologique (absence d’agents pathogénes) (Giguére et
al. 2011) et de compatibilité quel que soit le groupe sanguin du receveur.

2. Mode d’administration

Il faut rappeler que si un PHI obtenait une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France,
les modalités d’administration seraient nécessairement celles indiquées dans le RCP (résumé sur
les caractéristiques du produit) fourni par le titulaire de '’AMM (voir chapitre 3.5).

En I'absence de produit disposant d'une AMM en France, les seules recommandations disponibles
actuellement sont celles formulées par les principaux spécialistes de la maladie.

Méme si 'administration de PHI par voie veineuse (transfusion) est la seule recommandée par les
spécialistes de la maladie, la voie digestive (sondage naso-oesophagien ou naso-gastrique)
semble étre également employée dans les élevages.

v/ Administration par transfusion

L’administration de PHI doit impérativement avoir lieu avant infection : 1 litre sera transfusé
dans les deux premiers jours de vie (20ml/kg) (Cohen 2014a). Cependant, 'administration
précoce de PHI peut aboutir a un taux insuffisant d’anticorps protecteurs a un moment ou
les poulains sont encore sensibles a l'infection et ou le risque est élevé. Aussi, est-il
recommandé d’administrer une seconde dose d’1 litre de plasma a environ 3 semaines
d’age (entre 2 et 4 semaines) (Giguére et al. 2011).

Si 'administration de PHI de bonne qualité, c’est-a-dire riche en IgG anti-VapA, entraine
bien une augmentation sérique significative des IgG anti-VapA chez les poulains qui le
recoivent, il faut souligner cependant une grande hétérogénéité des concentrations
d’'anticorps spécifiques mesurées chez ces poulains (Sanz et al. 2014).

Ces recommandations ne sont que des regles générales. Il est important de garder en
mémoire que les moments les plus adaptés pour I'administration du PHI peuvent varier
selon la localisation géographique de I'élevage et donc les caractéristiques climatiques, la
pression infectieuse et les pratiques d’élevage dont notamment, le calendrier des
naissances.

Ainsi, par exemple, pour les poulains nés t6t dans I'année (janvier, février) dans des
régions géographiques ou les températures hivernales préviennent une exposition
environnementale, une seule administration de PHI (par transfusion) au début de la saison
chaude pourrait étre suffisante (Giguére et Prescott 1997).

v" Administration par sondage naso-oesophagien ou naso-gastrique

L’administration par sondage naso-oesophagien ou naso-gastrique est utilisée par certains
éleveurs pour éviter les contraintes liées a la transfusion, notamment une contention du
poulain de longue durée et/ou une sédation.
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Outre l'age d’administration qui est le facteur principal conditionnant la perméabilité
intestinale aux macromolécules chez le poulain, d’autres facteurs pouvant influencer
favorablement l'absorption des immunoglobulines ont été décrits chez le veau et le
poulain : tétée naturelle, présence de la mére, absence d’état de prématurité ou immaturite,
absence de stress (le stress induisant un taux élevé de corticoides) (Vivrette 2001).
Cependant, méme lorsque les conditions sont favorables, le niveau d’absorption intestinale
des immunoglobulines semble limité, de I'ordre de 57% (Raidal, McTaggart, et Penhale
2005). Chez le veau, ce niveau d’absorption varierait de 12 a 65% selon les études
(Vivrette 2001).

Aucune étude n’a comparé les concentrations sanguines d’anticorps spécifiques anti-
R.equi obtenues suite & une administration de PHI par sondage nasogastrique effectué
dans les 12 premiéres heures de vie avec les concentrations obtenues par transfusion d’'un
méme plasma au cours de la méme période. En revanche, cette comparaison a été faite
pour des doses d'lgG équines purifiées, administrées a des poulains privés de colostrum
juste apres la naissance, soit par voie orale, soit par voie veineuse. Les résultats montrent
qu’il faut au moins doubler la dose administrée per os pour atteindre une concentration
sanguine d’IgG (mg/dl) équivalente a celle obtenue par la voie veineuse (2 x 10g/15 kg de
poids vif versus 10g/15 kg de poids vif) (Franz et al. 1998).

Il en découle que I'administration de PHI par sondage naso-gastrique ou naso-oesophagien
dans les 12 premiéres heures de vie du poulain ne saurait étre recommandée d’autant plus
que, pour assurer une protection, ni le taux sanguin minimal d'lgG spécifiques a atteindre
chez les poulains, ni la concentration optimale d’lgG spécifiques en pg/ml du PHI
administré par transfusion, ne sont connus.

3.3.3.3. Conclusion - questions de recherche et de développement

Bien que les PHI ne conférent qu'une protection partielle vis-a-vis de la rhodococcose, que leur
protocole d’administration (transfusion) soit contraignant, avec des effets indésirables possibles,
leur utilisation peut étre recommandée comme moyen de prévention de la maladie chez des
poulains de valeur soumis a un risque élevé d’infection. Cependant, pour préserver voire améliorer
I'efficacité des PHlI, il est nécessaire :

de conduire, pour chaque élevage, une analyse afin de définir quels sont les moments
d’administration les plus adaptés compte tenu des caractéristiques de I'élevage et des
animaux,

d’instaurer ou de maintenir une surveillance clinique étroite des poulains a risque,

de mettre en place des mesures sanitaires permettant une réduction de I'exposition a la
bactérie, tant en fréquence qu’en intensité (moindre concentration de R. equi en aérosol).

L’état des connaissances scientifiques actuelles montre que des efforts de recherche importants
doivent étre conduits pour permettre une amélioration du niveau de protection contre la
rhodococcose conféré par les PHI.

Les études devront porter sur les domaines et questions suivantes :

La qualité et la composition du PHI

- Quelle est la concentration optimale en pug/ml des anticorps totaux anti-VapA et anti-
VapC ;

- Quel est I'équilibre optimal entre les 3 isotypes d’lgG (IgGa, IgGb et IgG(T)) ;

- Quels sont les facteurs sanguins (autres que les anticorps) qui jouent un réle dans la
protection conférée par le PHI et a quelles concentrations.

Les conditions de production du PHI
- Sur quels critéres (caractéristiques immunitaires) fonder le choix d’'un donneur de PHI ;
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Quelle est la préparation idéale pour I'immunisation du cheval donneur (choix de la
solution antigénique et de I'adjuvant) et quel protocole d’immunisation mettre en ceuvre
(voie d’administration, dose, nombre d’administrations) pour obtenir des concentrations
plasmatiques optimales en anticorps et autres facteurs sanguins.

Etudier l'intérét d'enrichir les PHI obtenus chez des chevaux donneurs adultes avec des
anticorps monoclonaux anti-VapA et anti-VapC

Bien que le role protecteur des anticorps anti-VapA et anti-VapC dans la protection des
poulains vis-a-vis de la rhodococcose ait été démontré (Hooper-McGrevy et al. 2001,
Prescott et al. 1997), l'intérét de l'utilisation & cette fin des anticorps monoclonaux
dirigés contre les protéines VapA et VapC n'a pas été exploré. En effet, les premiers
anticorps monoclonaux anti-VapA ont été produits en 1993 (Takai et al. 1993) et, par la
suite, ont été principalement utilisés pour mettre en évidence des bactéries virulentes
chez le poulain, dans le liquide de lavage trachéal (Anzai et al. 1997) ou sur des coupes
de tissu pulmonaire, par immunohistochimie (Madarame et al. 1996, Sénmez et Girel

2013, Sbnmez, Gurel, et Takai 2011).

L'enrichissement des plasmas hyperimmuns obtenus chez des donneurs équins adultes
avec des quantités connues d'anticorps monoclonaux anti-VapA et anti-VapC pourrait
étre envisagé de maniére a, d'une part, garantir des concentrations de ces anticorps
suffisantes et efficaces dans les PHI et, d'autre part, apporter au poulain I'ensemble des
autres facteurs plasmatiques (anticorps dirigés contre des antigénes non-Vap et
facteurs autres que des anticorps) qui contribuent a la protection contre la maladie.

Il est bien évident que cette méthode ne pourra étre mise en ceuvre, et son intérét
vérifié, que lorsque les concentrations optimales en anticorps anti-Vap A et anti-VapC a
atteindre dans les PHI et dans le sang du poulain, aprés administration de PHI, seront
déterminées.

e Les conditions d’administration au poulain et les caractéristiques de 'immunité passive a
atteindre

Quelle est la concentration sanguine minimale en anticorps anti-VapA et anti-VapC a
maintenir chez le poulain pendant toute la période a risque ;

Quel est le protocole d’administration du PHI le plus adapté pour obtenir ce résultat.

Par ailleurs, en matiére de développement, des travaux seraient a conduire pour :

définir un standard de qualité des PHI reposant sur des critéres de composition et des
critéres garantissant leur innocuite,

mettre au point les méthodes nécessaires au contrdle de la qualité des PHI,
notamment des méthodes sérologiques permettant de vérifier qualitativement et
guantitativement la composition en anticorps des PHI.

3.3.4.Vaccins et vaccination contre la rhodococcose

3.3.4.1. Etat des connaissances

De nombreuses études ont été réalisées pour développer un vaccin efficace contre la
rhodococcose du poulain (Giles et al. 2015). A ce jour, aucun vaccin conventionnel n’est disponible
commercialement (le cas des autovaccins sera traité plus loin). Le caractére intra-cellulaire de R.
equi, les spécificités du systeme immunitaire chez le poulain nouveau-né et la présence potentielle
d’anticorps maternels représentent des écueils significatifs pour le développement d’'un vaccin
immunogene et protecteur. L’évaluation et le développement de vaccins expérimentaux contre R.
equi souffrent également du manque de modeéle animal disponible (limitation du modéle murin) et
également des difficultés associées a [lutilisation de I'héte naturel (par exemple, niveau de
sensibilité a I'infection par R. equi, corrélation entre la dose infectieuse et 'dge du poulain). Les
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stratégies de vaccination expérimentées regroupent l'immunisation du poulain nouveau-né,
limmunisation de la jument gravide avec transfert d'immunité au poulain, et une combinaison des
2 approches précédentes. Différents types de vaccins ont été expérimentés (vaccin a bactéries
vivantes atténuées, complet a bactéries inactivées, sous-unitaire, ADN) et le bilan des études chez
I'espéce cible est présenté dans le tableau 2, le détail de ces études étant repris en Annexe 2.

1. Vaccin a bactéries vivantes atténuées (Annexe 2, section 1)

Un vaccin vivant atténué contient une forme atténuée mais infectieuse de I'agent pathogene.
L’infection de I'héte par la souche vaccinale atténuée au cours de la vaccination va étre limitée.
Elle a pour but d'induire une réponse immunitaire proche de celle induite au cours de linfection
naturelle sans toutefois induire les signes cliniques de la maladie. La survie dans 'organisme de la
souche vaccinale atténuée est sensée étre tres limitée. Toutefois, une multiplication et une
excrétion réduites de la souche vaccinale peuvent étre observées. De nombreux essais cliniques
et études utilisant des souches vivantes atténuées de R. equi ont été réalisés au cours des 30
dernieres années (Chirino-Trejo, Prescott, et Yager 1987, Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott
2005, Jacobs et al. 2012, Lopez et al. 2008, Martens, Martens, et Fiske 1991, Pei et al. 2006, Pei
et al. 2007, Van der Geize et al. 2011). L'utilisation d’'une souche possédant le plasmide de
virulence est nécessaire. Les résultats d’études précédant sa mise en évidence en 1995 (Tan et al.
1995) peuvent donc étre biaisés en fonction de la souche de R. equi utilisée au cours de ces
études. Les méthodes et stratégies d’atténuation sont multiples (atténuation par passage et
délétion de genes par exemple). Au-dela des questions d’innocuité des souches vaccinales
vivantes atténuées (immunisation d’animaux immunodéprimés par exemple), le risque de
réversion a une forme virulente est également a prendre en considération. Les résultats en termes
de protection sont en général limités et/ou contradictoires.

2. Vaccin complet a bactéries inactivées (Annexe 2, section 2)

Ces vaccins contiennent une forme inactivée (traitement chimique ou par irradiation) de R. equi.
(Bordin et al. 2014, Rocha et al. 2016, Varga et al. 1997). |l semble que 'immunogénicité de ce
type de vaccin soit limitée. Les résultats de protection du poulain contre la rhodococcose sont
également peu concluants. Le cas particulier des autovaccins contre la rhodococcose (suspension
a base de bactéries inactivées, correspondant donc au méme concept, mais a partir d’'un
prélevement spécifique pour chaque élevage) sera traité en section 3.3.4.

3. Vaccin sous-unitaire (Annexe 2, section 3)

Un vaccin sous-unitaire contient un ou plusieurs antigénes de I'agent pathogéne cible. Les vaccins
sous-unitaires ont donc généralement un trés bon niveau d’innocuité. Toutefois, 'emploi d’'un
adjuvant est nécessaire pour induire la ou les réponses immunitaires adaptées a l'agent
pathogéne ciblé. La protéine VapA reste a ce jour I'antigéne cible principal des vaccins de type
sous-unitaire, induisant une réponse immunitaire humorale. Toutefois, I'existence d’autres
antigénes (protéiques ou lipidiques) capables d’induire une réponse immunitaire a médiation
cellulaire et impliqués dans les mécanismes de protection contre R. equi est probable (Barbey et
al. 2009). La majorité des essais cliniques réalisés ont eu pour but d’évaluer 'immunogénicité de
ces approches vaccinales (Becu, Polledo, et Gaskin 1997, Cauchard et al. 2004, Cauchard et al.
2006, Cauchard et al. 2014, Kaur et al. 2013, Lohmann et al. 2013, Prescott et al. 1997,
Stephenson 2015). Les vaccins sous-unitaires semblent démontrer une bonne immunogénicité.
Les résultats en termes de protection sont encourageants.

4. Vaccin ADN (Annexe 2, section 4)

La vaccination ADN correspond a I'administration d’un vaccin constitué d’'un vecteur plasmidique
contenant un ou plusieurs génes codant pour les antigeénes de I'agent pathogéne cible, parfois
associé a des genes codant pour des molécules immuno-stimulatrices comme les cytokines. Les
vaccins ADN contre la rhodococcose codent pour la protéine VapA. Les résultats actuels semblent
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indiquer une absence d’immunogénicité de ce type de vaccin (Lopez et al. 2003, Mealey et al.
2007).

5. Autres approches vaccinales

Les Dr N. Cohen (Texas A&M University) et Pr G. Pier (Harvard Medical School) ont récemment
présenté des résultats préliminaires obtenus avec une nouvelle approche vaccinale nommée
PNAG (poly betal-6-N-acetyl glucosamine). Les PNAG sont des polysaccharides conserves
présents a la surface de nombreuses espéces de bactéries. A I'état naturel, les anticorps dirigés
contre les PNAG sont peu protecteurs. Toutefois, ces polysaccharides peuvent étre modifiés
(déacétylation) afin d’augmenter de maniére significative le caractére protecteur des anticorps anti-
PNAG. Le vaccin PNAG est donc considéré comme étant un vaccin de type « universel » qui a
pour vocation de cibler de nombreux agents pathogénes. Le vaccin PNAG semble avoir été testé
contre R. equi et des résultats préliminaires ont été présentés a I'occasion du groupe de travail
« Gourmes » (Havemeyer fondation workshop, Montana (USA)) en septembre 2017. Le Dr N.
Cohen rapporte un essai de vaccination de juments gravides suivi d'une infection expérimentale
des poulains par R. equi. Le taux de protection des poulains vaccinés semble avoir atteint 92 %
(11 poulains sur 12) contre seulement 14 % de protection chez les poulains témoins. Ces résultats
ne sont pas encore publiés.

L’herpésvirus équin de type 2 (HVE-2, gammaherpésvirus) a été identifié€ comme un facteur
potentiel de prédisposition a I'infection par R. equi et/ou au développement de la forme clinique de
la maladie. L'utilisation d’'un vaccin expérimental HVE-2 de type sous-unitaire (glycoprotéines
virales + [ISCOM; Immuno-Stimulating-Complex) semble avoir réduit la prévalence des
pneumonies induites par R. equi (Beldk et al. 1980, Nordengrahn et al. 1996). Le virus HVE-2
déploie plusieurs mécanismes d’'évasion de la réponse immunitaire. HVE-2 exprime des génes
codant pour un homologue de I'lL10 ainsi que 3 récepteurs protéiques homologues (VGPCR : viral
G protein-couple receptor ; E1, ORF74 et E6) capables d’'interagir avec des chémokines et ainsi de
modifier la réponse immunitaire en faveur de I'agent pathogéne (information passée en revue dans
(Paillot et al. 2009). De plus, l'infection de cellules mononucléées du sang périphérique par HVE-2
est associée avec une diminution de I'expression de la molécule CCL2 (molécule chimioattractive
des monocytes) (Dunowska et al. 2001).

Page 36 /96



Avis de I’Anses

Saisine n° 2017-SA-0046

Tableau 2 : Bilan des études in vivo chez I’espéce cible sur 'immunogénicité et I'efficacité des vaccins expérimentaux contre la rhodococcose

pulmonaire du poulain

protocole d’administration :

Auteurs Type d € Antlgene_ISouche Adjuvant Animal cible - age nombre - (dose voie) - principaux grlteres conclusion des auteurs
vaccin vaccinale A \ mesurés
agel/fréquence
(Chirino-Trejo, . - 3 groupes de 3, (vaccination orale, Protection, challenge 3 Redqchon des signes
Vivant Souche clinique (2325- . , O P X A o cliniques et charge
Prescott, et P o Aucun Poulains - 1-3 semaines 4 administrations séparées d'une semaines aprés derniére . .
atténué. 85) atténuée. . . L bactérienne pulmonaire
Yager 1987) semaine). immunisation. \ -
aprés vaccination.

(Martens, Souche clinique 2 groupes de 6 (vaccination sous- Protection, challenge des Pas de différence en termes
Martens, et Fiske Vivant. TVMDL 007 (non Aucun Juments gravides group . L poulains (7 jours aprés .

I cutanée, 3 a 5 administrations). . de protection.
1991) atténuée). naissance).

(Hooper- 2 groupes de 3 et 4, respectivement Protection, challenge Protection contre les signes
McGrevy, Wilkie, Vivant. Souche ATCC 33701. Aucun Poulains nouveau-nés | (vaccination orale, 3 administrations). | 1 semaine apres derniére | cliniques de la maladie dans
et Prescott 2003) 2¢me 7eéme gt 14éme jours, immunisation. le groupe vaccing.

. . C Protection, challenge N
(Pei et al. 2007) Vllvant Souche 1Q3+ (choE- et Aucun Poulains 1 semaine 5 poulains (admmlstratlon intra- 2 semaines aprés Protection cllnlqt{e pour 3
atténué. icl-). bronchiale). ) o des 5 poulains.
immunisation.
(Logggg al a\t/tg:gé Souche R. equi (rib-). Aucun Poulains Administration intra-pulmonaire. Protection. Pas de protection.
2 groupes de 4 (administration orale Protection, challenge des Réduction des signes
(Van der Geize Vivant Souche R. equi Poulains -2 a 4 groupes e & . ’ poulains (2 semaines cliniques dans le groupe
P Aucun . 2 administrations séparées de 2 . - o
etal. 2011) attenué. (RE1ApdAB-). semaines ) aprés derniére vacciné (seulement 2
semaines). ; L ; )
immunisation). poulains affectés).
Protection, challenge des
(Jacobs et al. Vivant Souche RG2837 Aucun Poulains — 1 semaine Administration orale, poulains (3 semaines Résultats inconsistants
2012) atténué. (AipdABipdAB2). 1 ou 2 administrations. aprés derniére '
immunisation).
(Jacobs et al. Vivant Souche RG2837 . . T Protection, challenge des . )
2012) atténue. (AipdABipdAB2). Aucun Poulains — 5 mois Administration intra-rectale. poulains, Meilleure protection.
Protection, challenge des
(Jacobs et al. Vivant Souche RG2837 Aucun Poulains — 1 semaine 2 administrations intra-rectales poulains (3 semaines Protection sianificative
2012) atténué. (AipdABipdAB2). a1 jour d'écart. aprés derniére 9 '
immunisation).
Protection, challenge des , . .
Brevet Vivant Souche RG2837 Aucun Poulains - 2 & 4 2a dn‘:igir:tlrjgt(iajnieodrfales 3 poulains (2 semaines clf:]‘iadﬁ::zﬂgﬁ()s/?; Zzs
EP2385836B1* atténué. (AipdABipdAB2). semaines aprés derniére d

2 semaines d'écart).

immunisation).

poulains vaccinés.
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Souche R. equi

1 groupe de 24 (combo), 1 groupe de
14 (monovalent) et 12 contrles

Protection, taux de

Faible immunogénicité des

Varga et al. - serotype 1 seule ou en , - Juments gravides et administration intramusculaire, 6¢me . vaccins, mais prévalence
I
nactive. L Sels d’aluminium : eme . : prévalence naturel de la . .
1997) combinaison avec leur poulain et 4éme semaines avant mise bas) et maladie réduite chez les poulains
EHV-2. poulains, 3¢me, 5¢me gt 7¢me semaines ' vaccinés.
aprés la naissance.
(Bordin et al. Inactivé . - . . - 3 groupes d? 9a10 (4 . Immunogénicité. Pas de R .
Souche EIDL 5-331 + toxine cholérique Poulains nouveau-nés | administrations entérales), 2éme, 9éme, Immunogénicité confirmée.
2014) (eBeam). : e ¢ challenge.
166me et 23°me jours.
- 8 poulains vaccinés (3 . Vaccin peu immunogénique,
(Rocha etal. Inactivé Souche EIDL 5-331 Toxine cholérique Poulains nouveau-nés administrations orales), 2¢me, 7éme gt Protectlon (ch allenge au pas de différence en termes
2016) (eBeam). oo X o 21¢éme jour). .
14¢éme jours. 4 poulains controles. de protection.
1 groupe de 8 et 1 groupe de 6 (2 . . —_—
(Prescott et al. Sous- Hydroxyde Juments gravides et administrations intramusculaires), ’Protectlon, taux de Pasyde protect.|on, possibilité
s VapA. o . X . : prévalence naturel de la d’exacerbation chez les
1997) unitaire. d'aluminium leur poulain 3eéme gt 5¢me semaines pour les . . L
) maladie. poulains vaccinés.
poulains.
i - 700 & 1200 juments gravides Protection des poulains, W o/
(Becu, Polledo, Sous Antigénes solubles I-’lydroxyde Juments gravides (458me et ou 30°me et 158me jours taux de prévalence Mortalte redlilte de 3% a
et Gaskin 1997) unitaire (incluant VapA). d’aluminium . . 1.2%.
avant mise bas). naturel de la maladie.
Juments gravides 380 poulains (issus de juments Protection des poulains
(Becu, Polledo, Sous- Antigénes solubles Hydroxyde (vaccinatiogn) et leur gravides immunisées comme ci- taux de réVSIence ' Mortalité réduite de 5.8% a
et Gaskin 1997) unitaire (incluant VapA). d’aluminium . dessus), PHI pour les poulains P . 0.2%.
poulain (PHI seulement) ; . naturel de la maladie.
(4éme gt 258me jours).
33 poulains
(juments vaccinées + PHI) Protection des poulains
(Becu, Polledo, Sous- Antigénes solubles Hydroxyde Juments gravides et 10 poulains (juments vaccinées, taux de révglence ' Pas de protection observée
et Gaskin 1997) unitaire. (incluant VapA). d’aluminium leur poulain pas de PHI mais vaccination a naturel def)la maladie P '
208me, 30eme gt 40éme jours). :
10 poulains contréles.
(Cauchard et al. . .
2004) 1 groupe de 24 juments gravides . . Pas de cas chez les groupes
i . (VapA). Protection des poulains, o
Brevet FR Sous Adjuvant . ; , ; vaccinés.
e VapA B Juments gravides 1 groupe de 8 juments gravides taux de prévalence
0408136 unitaire. nanoparticulaire . o LI . 4/8 cas dans le groupe
immunisées (vaccin inactivé). naturel de la maladie. N
Brevet US (IMS3012) 16 juments non immunisées controle.
8,052,978 B2 .
(Cauchard et al Sous- Adjuvant
2006) ' unitaire 4 peptides VapA nanoparticulaire Poulains Immunisation intramusculaire. Immunogénicité. Réponse humorale mesurée.
' (IMS3012)
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(Cauchard et al Sous- Cocktail protéique Adjuvant 12 poulains (2 immunisations
’ . proteiq nanoparticulaire Poulains — 3 semaines intramusculaires), 3¢me et 7éme Immunogénicité. Réponse humorale mesurée.
2014) unitaire. (ResP) ;
(IMS3012) semaines.
1 groupe de 10 juments
(2 immunisations, VapAVapC, dont la
derniére 1 mois avant mise bas).
1 groupe de 11 juments
Adiuvant (2 immunisations, VapA, dont la
. JTM 9 derniére 1 mois avant mise bas).
Carbigen™(10% du . .
Juments gravides 1 groupe de 10 juments
(Stephenson volume total) (vaccination) et leur (2 immunisations, VapC, dont la Protection des poulains 1 cas chez les poulains
2015) Brevet US Sous- VapA+VapC, VapAou | Adjuvant a base de . ) s N ! ; ' ey
e poulain nouveau-né derniére 1 mois avant mise bas). taux de prévalence vaccinés, 11/15 chez les
2015/0023983 unitaire. VapC. Carbopol® 934P, o . . . N
AT olvmare 3 base (PHI et vaccination) Tous les poulains ont regu un PHI naturel de la maladie. poulains controles.
poly! ol (Cohorte 2012) (VapA+VapC (groupe 1),
acide VaphA 2) ou VapC 3
olyacrylique apA (groupe .) ou VapC (groupe 3)
P et le vaccin correspondant
(VapA+VapC, VapA ou VapC),
8éme, 12¢me gt 16éme semaines.
Groupe contréle de référence :
15 poulains.
30 juments gravides
(Stephenson Juments gravides (2 immunisations, VapC, dont la
Adjuvant C derniére 1 mois avant mise bas) Protection des poulains, 0 cas chez les poulains
2015) Brevet US Sous- M N0 (vaccination) et leur . L . -
e VapC. Carbigen™ (10% . - 30 poulains (4 administrations), taux de prévalence vaccinés, 11/15 chez les
2015/0023983 unitaire. poulain (vaccination) X : . . . N
¥ du volume total) entre les 2¢me et 15¢™e semaines. naturel de la maladie. poulains contrdles.
A1 (Cohorte 2011) < e ;
Groupe contréle de référence :
15 poulains.
CPG ODN 2395 . s Protection, challenge des
o . 8 poulains (2 administrations . ' e
(Lohmann et al. Sous- . (oligodésoxynucléo . . . . e ¢ poulains (2 semaines Pas de différence en termes
o VapA recombinant AN Poulains nouveau-nés intramusculaires), 16" et 15¢™¢ jours. . - .
2013) unitaire -tide a motif CpG, : o aprés derniére de protection.
. 7 poulains controles. ; L
ligand du TLR-9 immunisation).
Aucun excepté
| muﬂl:?rﬂ?:- Poulains (1¢¢ administration
proteiq i intranasale + intradermale), 8¢™e ou
dermale : RIBI e
(Lopez et al. adjuvant Poulains - 122 15 jours. Réponse humorale mesurée
. - o . N
2003) ADN VapA (MPL/TDM Ribi ; semaines @ adm'”'sz;tr'gg'vﬁDN)’ 15 jours Imrmunogenicite. (faible).
emulcsj::sﬁune- (3¢me administration, protéine), 30
jours apres V1.
eau/squalene/Twee
n80)
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7 poulains (2 administrations :
intratrachéale + intradermale),
<7 jours.

(Mealey et al. . . (2" administration, ADN), A Réponse humorale mesurée
2007) ADN VapA +I1L12 Poulains — 1 semaine 15 jours aprés V1. Immunogénicité. (faible).
IL12 plasmide (3éme administration,
protéine sans IL12),
30 jours apres V1.
Protection des poulains
(Cohen et Pier Aucune information Juments gravides et 1 groupe vacciné de 12, 1 groupe Protection, challenge vaccinés (91.6%) contre
o Autre. PNAG o . . S 0
2017) disponible leur poulain contréle. infectieux. 14.3% dans le groupe

contréle.

* publication internet : pas de comité de lecture

** présentation orale, sans abstract ou publication.
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3.3.4.2. Conclusion, questions de recherche et perspectives de développement

Malgré le design, le développement et la caractérisation de nombreuses stratégies de vaccination
contre la rhodococcose au cours des 25 derniéres années, ainsi que la mise en place de
nombreuses études cliniques chez I'espéce cible (information revue et synthétisée dans le tableau
2), il N’y a a ce jour que peu ou pas de consensus sur la meilleure approche technologique a
adopter pour prévenir I'infection par R. equi chez le jeune poulain. En conséquence, aucun vaccin
contre la rhodococcose n’est disponible commercialement.

Cet état de fait est une conséquence de la complexité de cette pathologie. De nombreux éléments
restent a définir, comme la sélection du ou des antigénes vaccinaux, I'ajout d’'un adjuvant et sa
nature, la méthode et la fréquence d’administration du vaccin, etc. Chacun de ces éléments doit
étre évalué en fonction de la stratégie vaccinale sélectionnée (vaccin a bactéries vivantes, a
bactéries inactivées, sous-unitaire etc.), en fonction du type d'immunité recherché (stimulation
d’'une immunité mucosale, immunité spécifiqgue humorale, immunité spécifique humorale et
cellulaire, etc.) ainsi que de l'individu concerné par l'immunisation (jument gravide seule avec
transfert d'immunité, jument gravide et poulain nouveau-né, poulain nouveau-né seul).

Outre ces éléments propres au vaccin, des difficultés majeures sont rencontrées pour leur
évaluation, comme la complexité du modéle expérimental animal a utiliser, la paucité des corrélats
de protection, I'impact certain de I'age sur la réponse immunitaire et la protection contre R. equi
mais dont les mécanismes restent encore mal compris et définis. L'impact de I'age du poulain sur
la réponse immunitaire humorale induite par la vaccination a été récemment illustré dans le cadre
d’'une étude terrain concernant I'immunisation de poulains pur-sang contre la grippe équine. Cette
étude révéle que I'age du poulain lors de sa premiére immunisation contre la grippe équine est un
facteur pouvant influencer les taux d’anticorps induits par la vaccination (mécanismes indépendant
de linterférence entre les anticorps d’origine maternelle et certains vaccins grippaux). La cinétique
des anticorps protecteurs mesurée dans le cadre de cette étude était sub-optimale chez les
poulains ayant été immunisés a 4 mois d’age, par rapport a celle mesurée chez des poulains
immunisés a un age de 6 mois ou plus (Fougerolle et al. 2016).

D’autres difficultés pour le développement d’un vaccin contre la rhodococcose sont a noter comme
l'existence possible de différences individuelles en termes de sensibilité a linfection et de
développement des signes clinigues de la maladie, ou les facteurs environnementaux et les
dynamiques de populations pour les études terrains.

En se basant sur la bibliographie spécifique a la rhodococcose explorée dans le cadre de cette
saisine ainsi que sur I'état des connaissances des vaccins équins actuellement commercialisés ou
en cours de développement, plusieurs conclusions et perspectives pour le développement d’'un
vaccin contre la rhodococcose se dégagent :

- A l'exception de rares publications dont les résultats seraient a confirmer, la littérature
scientifique montre globalement que Il'approche vaccinale a base de bactéries complétes
inactivées n'est pas adaptée a R. equi. Les raisons principales sont une faible
immunogénicité mesurée au cours des etudes réalisées, le risque d’interaction avec
limmunité transférée (colostrum, PHI) et des résultats peu prometteurs en termes de

protection.

- L’approche vaccinale a base de bactéries vivantes atténuées, avec une administration par
voie orale, a présenté des résultats encourageants. L’expérience acquise avec les vaccins
vivants atténués contre la Gourme (Streptococcus equi) nous informe néanmoins que ce
type de plateforme requiére un équilibre précis entre les notions d’efficacité et d’'innocuité. La
persistance de 'agent vaccinal au site d’administration doit étre suffisante afin d’assurer une
prise en charge immunitaire. Toutefois, I'atténuation doit étre finement dosée pour éviter les
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complications secondaires (formation d’abcés ou transmission de la souche vaccinale par
exemple).

- La stratégie de vaccination basée sur une sélection d’antigénes d’intéréts, dont VapA et
VapC, a donné des résultats encourageants en termes d'immunogénicité chez la jument et le
poulain, ainsi qu’une protection significative dans un contexte d’infection naturelle. Cette
approche semble étre a ce jour la plus prometteuse (en prenant en compte les questions
d'immunogénicité, d’efficacité et d’innocuité). Le risque d’interaction avec limmunité
transférée reste un point a prendre en compte.

- L’emploi de vecteurs viraux recombinants exprimant un ou plusieurs antigénes d’intérét est
une approche vaccinale qui a fait ses preuves chez de nombreuses espéces, dont le cheval
dans le cas de la grippe équine et la fievre du Nil Occidental. Ce type de plateforme
vaccinale pourrait également étre évaluée dans le cadre de la rhodococcose.

- Enfin, la proximité taxonomique et structurale de Rhodococcus equi avec les mycobactéries,
les homologies déja mises en évidence avec Mycobacterium tuberculosis pour certains
genes (Rahman et al. 2003), ainsi qu'une activité antiphagocytaire faisant intervenir des
mécanismes similaires (Fernandez-Mora et al. 2005, Sydor et al. 2013, von Bargen et al.
2009), pourraient suggeérer la mise en ceuvre de mécanismes communs d’interaction avec
I'héte sur le plan immunologique. Méme s'il convient d’étre trés prudent a ce stade des
connaissances, de nombreux mécanismes n’'étant pas encore élucidés pour la
rhodococcose, le développement d’un vaccin vis-a-vis de R. equi pourrait bénéficier des
avanceées attendues concernant I'amélioration des vaccins antituberculeux existant et le
développement de nouveaux vaccins antituberculeux a usage vétérinaire (voir annexe 2).

Si le développement de vaccins efficaces contre la rhodococcose s’avére complexe d'un point de
vue scientifique, ce n’est probablement pas la seule raison permettant d’expliquer I'absence de
vaccins avec AMM dans I'Union européenne. La rhodococcose du cheval, comme bien d’autres
pathologies animales, s’inscrit pleinement dans le concept « MUMS » (Minor Use, Minor Species) :
aux yeux de lindustrie pharmaceutique vétérinaire, les investissements nécessaires (R&D,
élaboration d’'un dossier d’autorisation de mise sur le marché, production proprement dite, taxes,
frais liés a la distribution, ...) rendent peu attractif le développement d’un vaccin contre cette
maladie. Le marché reste limité, méme si la rhodococcose est considérée comme une maladie
majeure dans I'espéce équine, le cheval étant déja en soi considéré comme une espéce mineure
au niveau européen (EMA/308411/2014 Adopted). Dés lors que le retour sur investissement est
jugé trop faible, voire absent, les industriels n’envisagent pas de dégager les ressources
nécessaires a un tel développement.

3.3.5.Autovaccins

3.3.5.1. Etat des connaissances et situation en France

Compte tenu du principe des autovaccins et des modalités de leur obtention, le corpus
bibliographique les concernant n’existe quasiment pas. Ainsi, 'ensemble des éléments ci-dessous
provient des auditions des préparateurs d’autovaccins et des professionnels des filieres équines.

En I'absence de vaccin disponible contre la rhodococcose, les autovaccins sont autorisés (cf 3.5).

Deux préparateurs en France détiennent aujourd’hui une autorisation pour préparer des
autovaccins contre Rhodococcus equi.
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La préparation d’un autovaccin est mise en ceuvre sur prescription d’un vétérinaire qui opére les
prélevements ad hoc dans I'élevage atteint (matériau contenant les bactéries en cause), fait isoler
ces bactéries et préparer un autovaccin, en vue de protéger les autres animaux de I'élevage
(générations concomitantes ou successives).

La production d’'un autovaccin est réalisée par les préparateurs autorisés, selon les Bonnes
Pratiques de Préparation (BPP) auxquelles ils sont soumis et selon les prescriptions du vétérinaire
en charge de I'élevage considéré.

Des auditions conduites par les experts, complétant les éléments bibliographiques, il ressort les
points suivants :

1. Régions et élevages concernés

La demande d’autovaccins émane principalement de la Normandie, devant les Pays de la Loire et
le reste du territoire frangais.

Cette pratique concerne moins d’une centaine d’élevages par an, 75% d’entre eux renouvelant
leurs commandes chaque année.

2. Prélevements et identification des souches bactériennes

Les vétérinaires prescripteurs sont en charge des prélevements en élevage. Cette étape est
déterminante puisque c’est a partir de ces prélévements que les bactéries seront isolées pour
préparer l'autovaccin. L'enjeu, a cette étape, est de parvenir a prélever la bactérie réellement
responsable de la maladie identifiée dans I'élevage. Pour maximiser les chances d’obtenir une
culture bactériologique positive de Rhodococcus equi, les prélevements de choix sont : a
I'autopsie, écouvillonnage de la coque d’'un abcés pulmonaire ou mésentérique, ou de membrane
synoviale dans le cas d’'une arthrite septique ; sur un animal vivant malade, culture de liquide de
lavage trachéal. Quand ce type de prélévement n’a pas pu étre réalise, le prélévement peut étre
effectué dans I'environnement des poulains. Dans tous les cas, et en particulier si le prélevement
est réalisé dans I'environnement, il est indispensable de vérifier le caractére pathogéne de la
bactérie isolée en recherchant le plasmide de virulence VapA par PCR.

Des questions sont posées aujourd’hui par les professionnels, en ce qui concerne la
caractérisation des souches :

v |l existe différents plasmides de virulence chez Rhodococcus equi.

Le typage des différents plasmides permet-il d’orienter avec plus de pertinence le choix des
souches a intégrer dans la préparation d’un autovaccin ?

Les souches de R. equi virulentes sont caractérisées par la présence d’'un plasmide porteur
d'un Tlot de pathogénicité et qui présente une spécificité d’hbte. Trois types plasmidiques
spécifiques d’héte ont été identifiés : les plasmides circulaires pVAPA et pVAPB sont
retrouvés respectivement dans les isolats équins et porcins (Letek et al. 2008) alors que le
plasmide linéaire pVAPN est associé aux souches bovines (Valero-Rello et al. 2015). Les
plasmides circulaires comportent une région conservée commune impliquée dans la
conjugaison, la réplication/partition et une fonction inconnue et une région variable
contenant I'ilot de pathogénicité qui code pour les protéines Vap.

Dans la plupart des souches équines, les plasmides ont une taille variant entre 80 et 90kb
et codent pour la protéine de virulence VapA. De nombreuses études ont analysé la
diversité des plasmides de virulence présents chez R. equi par diverses méthodes (RFLP,
PCR).

Douze types plasmidiques différents ont été identifiés par RFLP a partir des isolats équins :
85 kb type | a IV, 87 kb type | & Ill et 90 kb type | & V. Trois types sont présents en
France : les types 85 kb type |, 87 kb type | et 87 kb type I, les deux premiers étant les plus

Page 43 /96



Avis de I’Anses
Saisine n° 2017-SA-0046

fréquents (Duquesne et al. 2010, Takai et al. 1999). lls sont retrouvés aussi bien dans
I'environnement des chevaux que dans des lésions caractéristiques de rhodococcose chez
des poulains (Duquesne et al. 2010, Shinji Takai et al. 2001, S Takai et al. 2001).

Aucune étude ne rapporte de différence de pouvoir pathogéne entre les isolats équins en
fonction du type plasmidique. L’étude de Duquesne et al. (2010) en particulier, portant sur
61 souches isolées de poulains autopsiés, n'observe pas de tropisme de tissu ou d’organe
selon le type plasmidique.

Cette méme étude a comparé la séquence nucléotidiqgue du plasmide 87 kb type |
(pVapAll6) a celle du plasmide 85 kb type | (pVapAl1037) et montré que la divergence
entre les 2 plasmides ne porte pas sur I'ilot de pathogénicité (Duquesne et al. 2010). Plus
globalement, le séquencage complet de 15 plasmides de type pVapA d’origine équine
démontre une trés forte conservation de I'llot de pathogénicité (MacArthur et al. 2017).

Ainsi, les données scientifiques actuellement disponibles ne suggérent pas, au contraire,
gue des différences de pouvoir pathogéne puissent exister entre les souches de R. equi
virulentes d’origine équine en fonction du type plasmidique. Au sein des plasmides pVapA,
un type plasmidique plutét qu'un autre ne peut donc étre recommandé pour la production
des autovaccins.

En revanche, le nombre de copies du plasmide présentes dans l'isolat ou la capacité de la
souche a produire un grand nombre de copies du plasmide pourraient étre des paramétres
a explorer (Petry, communication personnelle).

Plusieurs souches peuvent étre isolées a partir des prélevements effectués en élevage.

Au sein de la population de souches possédant le plasmide de virulence, il n'est pas
possible aujourd’hui de caractériser ces différentes souches, d’identifier s’il s’agit du méme
clone ou de clones différents. Il 'y a donc pas d’éléments permettant de savoir s'il
conviendrait d’inclure plusieurs de ces souches dans la préparation de I'autovaccin, pour
gagner en pertinence.

Duquesne et al. (Duquesne et al. 2017) ont développé un outil de typage moléculaire basé
sur la méthode MLST (multilocus sequence typing) et fondé sur le séquencage de 7 génes
constitutifs, dits de ménage, distants les uns des autres d'au moins 140 kb, pour
caractériser des souches de R. equi. 87 souches de R. equi ont été caractérisées par cet
outil dont 60 d’origine équine incluant 35 isolats cliniques. 37 profils MLST ou séquences
types (ST) au total ont été identifiés parmi les 87 isolats. En ce qui concerne la population
de R. equi d’origine équine, 13 ST ont été obtenues a partir des 35 isolats cliniques et 19
ST a partir des souches environnementales, avec 4 ST communs entre les souches
cliniques et les souches environnementales. Lorsque plusieurs souches provenaient du
méme animal, elles montraient en général le méme ST mais pas toujours.

Parmi le total des 37 ST, 16 ont pu étre regroupés en 6 complexes clonaux basés sur la
variation d’un seul locus traduisant la présence d’une population clonale au sein de
I'espéce R. equi. 63% des 87 souches de R. equi étaient incluses dans ces 6 complexes
clonaux. Les souches de R. equi d’origine équine et possédant le plasmide de virulence
(pVapA) étaient principalement associées a 4 complexes clonaux.

Les résultats de ces travaux de caractérisation réalisés avec la technique MLST montrent
donc que des souches de R. equi virulentes (pVapA), dont des isolats cliniques, peuvent
appartenir a des complexes clonaux différents et qu’'un méme animal peut étre infecté par
des souches ayant des ST distincts. Cependant, ces résultats révelent des différences
entre des souches de R. equi d'origine équine portant sur 7 génes de ménage non
impliqués dans la virulence.
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Le génome d’'une souche équine de R. equi, la souche 103 S, a été séquencé par le
Wellcome Trust Sanger Institute dés 2010 (Letek et al. 2010). En 2016, Anastasi et al.
(Anastasi et al. 2016) ont réalisé le séquencage complet du génome de 29 souches de R.
equi d’origines animales et géographiques diverses dont des souches équines. Les
résultats ont révélé que R. equi est génétiquement homogéene avec un core
genome important contenant 3 858 clusters de génes homologues et représentant environ
=~ 80% du contenu génique total des isolats (81,5% du pangénome de la souche 103S).

En particulier, sont intégrés dans ce core genome :

- tous les loci supposés associés a la virulence présents dans la souche 103S, en
incluant ceux identifiés comme des flots de génes de transfert horizontal comme
mce2, srtl, srt2 et les déterminants de la biosynthése des pili et de la capsule,

- tous les loci de la souche 103S potentiellement impliqués dans la tolérance a la
dessiccation et au stress oxydatif (favorisant la survie dans un sol sec et la
transmission via un aérosol poussiéreux),

- le résistome intrinséque identifi¢ chez la souche 103S (B-lactamases,
aminoglycoside phosphotransférases, systémes d’efflux concernant plusieurs
molécules ou familles de molécules).

Ces résultats suggérent donc que, si des complexes clonaux distincts existent parmi les
souches de R. equi d’origine équine, ils ne sont pas nécessairement associés a un pouvoir
pathogene différent.

Si ces résultats ne permettent pas de sélectionner plus particulierement une souche pVapA
a inclure dans l'autovaccin selon son complexe clonal, rien ne s’oppose a inclure plusieurs
souches pVapA appartenant a des complexes clonaux distincts dans 'autovaccin.

Actuellement sur le terrain, 75% des autovaccins contiennent une seule souche, 17% en
contiennent deux et 8% en contiennent trois.

3. Processus de préparation de 'autovaccin

La préparation de l'autovaccin suit un processus dont les différentes étapes sont fixes, d'une
préparation a l'autre. Ces différentes étapes suivent les Bonnes Pratiques de Préparation en
matiére de vérification de souche, d’inactivation, de purification et de culture.

Les autovaccins sont constitués de corps bactériens totaux inactivés au formol.

Concernant la production d’antigénes, comme pour tout autovaccin, le niveau de qualité choisi
tient compte de différents paramétres, dont notamment I'attente des vétérinaires prescripteurs et le
prix d’acceptabilité des autovaccins. Ainsi, les opérations de production d’antigénes se font selon
un procédé constant, pour un préparateur donné, toujours au méme stade de développement des
bactéries. Pour autant, ce stade de développement n’est pas aujourd’hui optimisé par les
préparateurs d’autovaccins sur le plan de la production antigénique. En effet, la phase de
croissance en culture influe sur la composition antigénique des bactéries. Ainsi, on observe pour
R. equi, au-dela de la phase exponentielle, la production d’'une quantité plus importante de
polysaccharides capsulaires (Petry & Duquesne, communication personnelle). Ce phénomeéne
permet d’envisager une optimisation de la production d’antigénes. Des protocoles de production
d’antigénes permettant d’orienter cette derniére vers un rapport antigénes capsulaires/protéines
secrétées/protéines membranaires favorable aux antigenes membranaires et sécrétés incluant les
protéines VapA et VapC, dont on sait qu’ils sont déterminants pour la qualit¢é d’'un
vaccin/autovaccin, pourraient étre standardisés. Les préparateurs d’autovaccins pourraient
s’inspirer de ces protocoles s'ils souhaitent optimiser la production d’antigénes.
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Le contréle du produit fini porte essentiellement sur la stérilité du produit. Il n’y a pas de contrble
de la teneur en antigénes, du fait :

- d’'un manque de connaissance scientifique sur la quantité d’antigénes nécessaire pour
induire une protection chez I'animal

- d'un manque de technique analytique permettant d’évaluer ['efficacité vaccinale (cf
3.3.1)

On notera par ailleurs qu'au cours des différentes manipulations (repiquages, congélation, etc ...),
la bactérie peut perdre son plasmide de virulence. Il peut donc étre pertinent de vérifier le maintien
du plasmide de virulence au cours du temps.

4. Adjuvants

Il ressort des auditions un consensus sur la prudence a observer vis-a-vis des adjuvants pour des
autovaccins destinés aux équidés. Compte tenu d’un risque important de réaction inflammatoire
locale aux adjuvants, de la part des animaux de cette espéce, les préparateurs d’autovaccins
préférent privilégier la sécurité au gain d’efficacité que pourrait apporter un adjuvant.

Par ailleurs, les experts soulignent que certains adjuvants pourraient étre contre-productifs dans le
cas d’'un autovaccin contre la rhodococcose, s’ils n'orientent pas la réponse immunitaire vers la
voie Th1. C’est par exemple le cas de I'hydroxyde d’alumine, qui oriente la réponse immunitaire
vers la voie Th2 (Lee et Nguyen 2015).

Si un vétérinaire prescripteur demandait le recours a un adjuvant, il serait préférable de
recommander un test de tolérance préalable a la vaccination.

Il convient de noter qu’a partir d’'une liste d’adjuvants proposée par chacun des préparateurs
d’autovaccins, ’ANMV ne retient que les adjuvants pour lesquels le temps d’attente sera de 0 jour.

Ces adjuvants figurent dans une annexe jointe a chacune des autorisations de préparation
d’autovaccins délivrées par 'TANMV, et chaque liste est donc spécifique a chaque préparateur
d’autovaccins. Toutefois, elle ne cible pas d’espéce animale en particulier. La présence de ces
adjuvants dans cette liste ne signifie donc pas qu’ils sont spécifiquement destinés au cheval.

La compilation des différentes listes d’adjuvants utilisés par les préparateurs d’autovaccins figure
dans le tableau ci-dessous avec la voie immunitaire privilégiée par chaque adjuvant. Les experts
soulignent que cette présentation reste trés simplifiée par rapport a la réalité, elle-méme beaucoup
plus complexe, compte tenu des modes d’action pluriels et complexes des adjuvants. Ainsi, ce
tableau n’est qu’indicatif d’'une orientation immunitaire.
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Tableau 3 : adjuvants et substances entrant dans la composition d’adjuvants, autorisés pour la
préparation d’autovaccins et orientation immunitaire (Aucouturier, Dupuis, et Ganne 2001, Lee et
Nguyen 2015, Pasquale et al. 2015, Petrovsky et Aguilar 2004, Sokolovska, Hem, et HogenEsch 2007).

Nom de I’adjuvant ou
de la substance entrant
dans la composition
d’adjuvants

Nature

Généralités et orientation immunitaire

Alhydrogel

Hydroxyde d’aluminium

Th2, bonne réponse humorale mais faible réponse a
médiation cellulaire.

Gel de phosphate de
calcium

Hydroxyapatite non
stoechiométrique

Th1, induit également une réponse humorale de bon
niveau.

Huile de paraffine

Huile minérale

Entre dans la composition de nombreuses
émulsions, tels que I'adjuvant de Freund.

Marcol 52

Huile minérale, paraffine
et cycloparaffine

Entre dans la composition des émulsions eau-dans-
huile’.

Montanide IMS 2215

Huile minérale

Micro-émulsion, huile-dans-eau.

Montanide ISA 25

Huile minérale

Montanide ISA 35

Huile non-minérale

Entre dans la composition dzes émulsions huile-dans-
eau’.

Montanide ISA 50 70

Huile minérale

Montanide ISA 763 A VG

Huile non-minérale

Montanide ISA 773

Huile minérale et huile
métabolisable

Entre dans la composition des émulsions eau-dans-
huile*.

Tensioactif non-ionique,

Brij polyéthyléne oleyl/stearyl Molécule hydrophile-hydrophobe non-chargée.
ether
Tensioactif non-ionique, | Molécule hydrophile-hydrophobe non-chargée. Entre
Myrj stéarate de dans la composition d’émulsions, seule ou associée

polyoxyéthylene

aux polysorbate, Span et Tween.

Polysorbate 80 (Tween
80)

Tensioactif non-ionique,
monooléate de
polyoxyéthylene

sorbitane

Molécule hydrophile-hydrophobe non-chargée. Entre
dans la composition d’émulsions huile-dans-eau?,
eau-dans-huile*, eau-dans-huile-dans-eau.

Span 85 Pharma

Tensioactif non-ionique,
trioléate de sorbitan

Tween

Tensioactif non-ionique,
polyoxyethylene-20-
trioleate

Molécule hydrophile-hydrophobe non-chargée, entre
dans la composition des émulsions eau-dans-huile*
et autres.

Emulsions : généralités et orientation immunitaire

'Emulsion eau-dans-
huile

o Effet dépbt (libération lente de I'antigéne au site d’administration).

Protection de I'antigéne contre la protéolyse.
Inflammation et recrutement des cellules CPA.
Améliore la prise en charge de l'antigéne (interaction tensioactif-

membrane cellulaire).

Accumulation lymphocytaire au niveau des ganglions drainants.
Effet immuno-stimulateur des tensioactifs

Th1, bonnes réponses humorale et a médiation cellulaire.
Réactions inflammatoires locales fréquentes.

2Emulsion huile-dans-
eau

eau-dans-huile.

Réponse immunitaire Th2 principalement.

Favorise la prise en charge de 'antigéne.

Activation indirecte des CPA.

Réactions inflammatoires locales réduites par rapport aux émulsions
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5. Protocoles d’administration

Les protocoles d’administration sont variés et dépendent des vétérinaires prescripteurs.

Il convient néanmoins de noter deux types d’autovaccination, qui ne poursuivent pas le méme
objectif :
- Vaccination d’individus adultes donneurs, pour ensuite prélever du plasma en vue de
I'administrer aux poulains.

- Vaccination de la jument gestante, puis de la progéniture afin de prendre le relais de la
protection colostrale, chez le poulain.

Ce dernier protocole, proposé par les producteurs d'autovaccins appelle un commentaire de la part
des rapporteurs relatif aux interférences reconnues entre les anticorps maternels d'origine
colostrale et la réponse immune propre du poulain.

Les directives actuelles en matiére de vaccination des équidés recommandent que la vaccination
des poulains débute entre 3 et 6 mois d'age, selon le vaccin administré. En effet, chez le poulain
plus jeune, les anticorps maternels d'origine colostrale exercent un effet inhibiteur important sur la
production d'anticorps (Ryan and Giguere, 2010).

Ceci est corroboré par le fait que la production propre d'anticorps démarre plus précocement chez
les poulains privés de colostrum par rapport aux poulains ayant bénéficié d'un transfert adéquat
d'immunité passive (2 semaines versus 6-8 semaines) (Jeffcott, 1974).

De maniere plus spécifique, les travaux de thése de Julien Cauchard (2005) ont montré que la
production d'anticorps anti-R. equi survient plus tét chez les poulains issus de juments non
vaccinées contre la bactérie que chez les poulains nés de juments vaccinées en fin de gestation.
En effet, les titres en anticorps anti-R. equi chez les poulains issus de juments vaccinés sont trés
élevés dans les premiers jours suite a la prise colostrale, puis déclinent réguliérement jusqu'a I'age
de 100 jours, alors que les titres des poulains témoins augmentent a partir de 30 jours pour les
rejoindre puis les dépasser autour de 60 jours.

La vitesse de déclin des anticorps maternels varie selon la nature de I'antigéne. Pour de nombreux
agents pathogénes, la concentration en anticorps maternels chez les poulains tombe a un niveau
n‘assurant plus de protection autour de I'age de 2-3 mois (Ryan and Giguere, 2010). Cependant,
par exemple, en ce qui concerne la grippe équine et le tétanos, les anticorps maternels chez les
poulains nés de meres vaccinées dans les deux derniers mois de gestation, peuvent persister
jusqu'a I'age de 6 mois environ et préviennent une réponse immune adéquate chez les poulains
gui sont vaccinés avant d'avoir atteint cet age (Wilson et al., 2001), principalement dans le cas de
vaccins a base de virus complets inactivés et/ou sous-unitaires.

En ce qui concerne les autovaccins tels que produits actuellement en France, trés peu de données
sont disponibles i) sur la cinétique de diminution, chez les poulains issus de juments ayant recu
l'autovaccin dans les 2-3 mois avant le poulinage, des anticorps maternels spécifiques dirigés
contre les antigénes contenus dans l'autovaccin (Cauchard et al. 2004) et donc ii) sur I'age auquel
l'administration de l'autovaccin au poulain lui-méme pourrait étre efficace du fait d'un risque plus
faible d'interférence. Ainsi, en I'état actuel des connaissances et en I'absence d'études cliniques
spécifiques, il ne peut étre recommandé d'immuniser le poulain avec un autovaccin si sa mere I'a
été également, sauf peut-étre a un age avancé, au-dela de 3 mois, mais qui ne correspond plus a
la période de sensibilité accrue a la rhodococcose.

Par ailleurs, les experts soulignent qu’l est difficle de recommander un protocole
d’autovaccination spécifique, notamment chez le poulain (par exemple, nombre d'injections, délai
entre chaque injection), dans le contexte de la composition des autovaccins produits en France a
I'heure actuelle, et en I'absence d’études sur la cinétique des anticorps anti-VapA, en fonction des
doses et modalités d’administration employées.
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L’absence d’étude de ce type semble en partie liée au manque actuel de méthodes sérologiques
standardisées permettant de quantifier la concentration en anticorps protecteurs, notamment en
anticorps anti-VapA (cf. 3.3.2.2).

6. Efficacité des autovaccins

Compte tenu du principe des autovaccins, des modalités de leur obtention et de leur utilisation
uniquement en France, il n'existe que trés peu de publications scientifiques relatives a leur
efficacité. Si certains opérateurs ont pu effectuer des essais dans le cadre de leur activité, les
résultats sont restés privés. Quelques publications traitant d’essais de vaccins complets a
bactéries inactivées assimilables par leur mode de préparation a des autovaccins apportent,
néanmoins, quelques informations sur leur éventuelle efficacité. Quelques expérimentations
portant sur des essais de vaccination avec des suspensions de R. equi inactivées par le formol et
associées a un adjuvant (phosphate d’alumine, par exemple dans I'étude de Varga et al. publiée
en 1997) ou non (cas dans I'étude de Cauchard et al. publiée en 2004) semblent indiquer que de
tels vaccins, administrés successivement ou non chez les juments avant la mise-bas et chez leur
poulain aprés leur naissance, pourraient contribuer a réduire la prévalence de la maladie chez les
poulains dans les exploitations enzootiguement affectées. En revanche, les études disponibles ne
permettent pas d'évaluer la réponse sérologique a attendre en termes de titre en anticorps
(anticorps dirigés contre la protéine VapA, anticorps opsonisants...) dans le sérum prélevé chez
les méres vaccinées, dans leur colostrum, puis dans le sérum des poulains aprés leur naissance,
variable voire divergente selon I'étude, du fait sans doute de la diversité des protocoles vaccinaux
utilisés et des techniques sérologiques choisies pour caractériser les anticorps.

3.35.2. Conclusions, recommandations et questions de recherche

Les autovaccins font partie des moyens envisageables pour la prévention de la rhodococcose,
cependant la caractérisation actuelle des autovaccins est insuffisante pour assurer leur efficacité. Il
serait nécessaire d’améliorer cette caractérisation :

- en vérifiant la présence du plasmide de virulence

- en vérifiant la présence de la protéine VapA dans la préparation antigénique

Par ailleurs, les experts soulignent I'absence actuelle d’outils de « pilotage » pour améliorer
I'efficacité de ces autovaccins,

- en termes de caractérisation des souches a introduire pour la préparation des
autovaccins : méme si la plus-value de l'utilisation de plusieurs souches virulentes dans
un autovaccin n'est pas avérée a la lumiére des connaissances sur les génomes
chromosomique et plasmidique de R. equi, il pourrait étre utile de développer des outils
de caractérisation de routine, directs (caractérisation moléculaire) ou indirects
(caractérisation antigénique), pour mieux suivre la circulation des différents clones au
sein d’'un élevage.

- en termes de vérification de lefficacité vaccinale et d’élaboration des protocoles
d’administration des autovaccins: une amélioration et une standardisation des
méthodes sérologiques, visant une quantification fiable des anticorps, seraient
nécessaires pour permettre de suivre de facon plus fine la cinétique des anticorps
produits, en fonction des doses administrées et des protocoles testés, dans le cadre
d’une étude d’efficacité des autovaccins.
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3.4. Diagnostic et prise en charge médicale
3.4.1. Etat des connaissances

3.4.1.1. Diagnostic de suspicion
1. Signes clinigues

La rhodococcose est dans la plupart des cas a l'origine d’'une pneumonie abcédative chez des
poulains de 1 a 6 mois, mais de nombreuses autres localisations de l'infection ont été décrites,
dont les plus fréquentes sont la cavité abdominale et les yeux (Reuss 2016).

L’examen clinique approfondi est bien sir la premiére méthode a utiliser dans le cadre du
diagnostic d’'une infection a R. equi. La majorité des animaux affectés sont abattus, présentent de
la fievre et, dans les cas de pneumonie, on observe une tachypnée voire une dyspnée et de la
toux (Giguere et al. 2011). L’auscultation pulmonaire permet de détecter d’éventuelles zones
sourdes formées par les abces, de méme que des sifflements et des crépitements. Des
complications de polysynovite auto-immune associée a des distensions articulaires multiples sont
décrites dans 40% des cas (Reuss 2016). Dans les cas de localisations inhabituelles d’infection,
les signes cliniques dépendent de I'organe concerné, et I'atteinte clinique peut se manifester par
une diarrhée, un amaigrissement, des coliques, une uvéite, une boiterie, ou des signes nerveux.

Il n'existe pas d’étude épidémiologique permettant d’évaluer la sensibilité et la spécificité de
'examen clinique dans le diagnostic d’'une pneumonie a R. equi (Cohen 2014Db).

2. Analyses sanquines

Les poulains atteints de rhodococcose ont des signes caractéristiques d’infection bactérienne a
lanalyse sanguine : leucocytose neutrophilique, hyperfibrinogénémie, hyperglobulinémie et
élévation des SAA (sérum amyloide A). En particulier, il a été prouvé qu’'un taux de globules
blancs supérieur a 20000/uL et un taux de fibrinogéne supérieur a 7g/L sont des éléments plus
spécifiques d’'une pneumonie a R. equi chez les poulains hospitalisés pour pneumonie (Leclere et
al. 2011). Pour la détection précoce dans un élevage atteint de fagcon enzootique, la numération
des polynucléaires neutrophiles était une meilleure méthode de détection des poulains malades
gue le taux de fibrinogéne (Giguére, Hernandez, Gaskin, Miller, et al. 2003). En effet pour une
limite a 13000 cellules/uL, la sensibilité était de 95,2% et la spécificité de 61,2%; pour une limite a
15000 cellules/pL, la sensibilité était de 78,6% et la spécificité de 90,8%. Ce résultat n’est pas
corroboré par une autre étude (Chaffin et al. 2013), dans laquelle la sensibilité et la spécificité de
la leucocytose a plus de 13000c/pL était modeste. De plus, dans le cadre d’'un dépistage dans un
élevage ou la rhodococcose est enzootique, une leucocytose peut étre provoquée par une autre
infection bactérienne, ce qui est fréquent chez les poulains (Giguere et al. 2011).

Dans une étude (Giguere, Hernandez, Gaskin, Miller, et al. 2003), un taux de fibrinogene a 5g/L
avait une sensibilité de 71,4% et spécificité de 68,4%. Une étude italienne a montré une différence
significative dans le taux de fibrinogéne plasmatique entre des poulains atteints et des poulains
sains, mais le nombre de cas était faible (Passamonti et al. 2015).

Trois études ont évalué l'intérét du dosage de SAA dans le cadre de la détection précoce des
pneumonies a R. equi, et les résultats sont peu discriminants et ne permettent pas de
recommander son utilisation dans ce cadre (Cohen, Chaffin, et al. 2005, Giguere, Berghaus, et
Miller 2016, Passamonti et al. 2015). La sensibilité et la spécificité d’'un taux de SAA > 53ug/mL
ont été évaluées respectivement a 64 et 77% (Giguére, Berghaus, et Miller 2016). Par contre, le
dosage de SAA peut s’avérer utile dans le suivi des cas traités pour décider de I'arrét du traitement
(Passamonti et al. 2015).
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Comme indiqué au point 3.3.2.2, de nombreux auteurs ont étudié différentes méthodes
sérologiques (ELISA, AGID) pour le diagnostic de rhodococcose chez le poulain et, compte tenu
des résultats, la conférence de consensus tenue par 'ACVIM en 2011 (Gigueére et al. 2011) a
conclu que I'état actuel des connaissances ne permet pas de recommander les tests sérologiques
dans le diagnostic des pneumonies a R. equi.

Seule I'étude la plus récente montre l'intérét d’un test ELISA détectant les IgG(T) contre la protéine
VapA, avec 90% de sensibilité et 96% de spécificité (Sanz et al. 2016). Cette méthode mérite
d’étre évaluée dans des conditions cliniques.

3. Imagerie

La détection de Iésions alvéolaires de type abcédatif a la radiographie pulmonaire est également
une méthode spécifigue de diagnostic des pneumonies a R. equi chez le poulain (Leclere et al.
2011). La radiographie pulmonaire présente également une valeur pronostique dans le cadre des
pneumonies a R. equi (Gigueére et Roberts 2012). Mais cette technique est difficile & mettre en
place en routine sur le terrain. C’est pourquoi I'échographie thoracique, bien que ne permettant
pas d’évaluer la présence de lésions pulmonaires profondes, est couramment utilisée pour la
détection d’abcés et/ou de densification pulmonaire superficiels (Ramirez, Lester, et Roberts
2004). Pourtant, peu de données objectives existent sur sa sensibilité et sa spécificité (Ramirez,
Lester, et Roberts 2004). Dans un élevage ou la rhodococcose est enzootique, I'observation
d’abcés superficiels a I'échographie thoracique est fortement évocatrice d’'une pneumonie a R.
equi. Cette méthode, couramment utilisée dans le cadre du dépistage systématique a partir de 30
jours dans les élevages ou la rhodococcose est enzootique a toutefois conduit & la détection et au
traitement de nombreux cas de pneumonies subcliniques auto-limitantes, et donc a une
surutilisation d’antibiotiques (Slovis, McCracken, et Mundy 2005, Venner et al. 2012).

3.4.1.2. Diagnostic de certitude

Seule la mise en évidence de R. equi par PCR (recherche du géne codant pour VapA) ou par
culture bactériologique permet un diagnostic de certitude d’infection. Dans le cas d’'une forme
respiratoire d’infection a R. equi, I'aspiration transtrachéale est la méthode recommandée. La PCR
ne peut pas remplacer complétement la bactériologie car elle ne permet pas de mettre en
évidence des infections concomitantes par d’autres bactéries (Giguére et al. 2011). L’écouvillon
nasopharyngé n’est pas un prélévement adéquat pour le diagnostic des pneumonies a R. equi
(Hashikura et al. 2000, Pusterla et al. 2007). La détection de R. equi dans les féces a également
montré une mauvaise sensibilité et spécificité dans le cadre d’une infection a R. equi (Giguére et
al. 2011).

Dans le cadre d'une infection extrapulmonaire, la détection de la bactérie se fera
préférentiellement au site d’infection, mais peut également se faire par défaut par aspiration
transtrachéale. Cependant un résultat négatif ne permet pas d’exclure une localisation extra-
pulmonaire isolée. Le diagnostic de certitude d’'une entérocolite a R. equi reste problématique car
la détection de la bactérie dans les féces ne peut pas étre considérée comme une méthode fiable
(Giguére et al. 2011). En effet, de nombreux porteurs asymptomatiques existent.

Au bilan, dans les élevages ou la maladie est enzootique, le protocole de dépistage suivant peut
étre proposé (Cohen, Chaffin, et Martens 2000, Giguere 2001, Giguére et Prescott 1997).

- Un contr6le quotidien du comportement, de la température et du rythme respiratoire
(poulain au repos),

- Un examen physique complet toutes les 2 semaines effectué par un vétérinaire et incluant
une auscultation thoracique soigneuse,
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- La réalisation d’'une numération/formule sanguine et un dosage de la fibrinogénémie toutes
les 2 semaines,

- La réalisation d’'un examen échographique du thorax toutes les 2 semaines.

L’approche optimale varie probablement d’'un élevage a I'autre en fonction de la prévalence de la
maladie, des ressources humaines et financiéres disponibles, des pratiques d’élevage et des
préférences techniques du vétérinaire traitant (Giguére et al. 2011).

3.4.1.3. Efficacité des antibiotiques contre Rhodococcus equi

R. equi est une bactérie intracellulaire facultative, capable de survivre et de se répliquer a
lintérieur des macrophages, et nécessite ['utilisation d’antibiotiques a bonne pénétration
intracellulaire pour la détruire. Pour cette raison, il n’est pas possible d’établir un lien direct entre
I'efficacité des antibiotiques in vitro et leurs effets attendus in vivo.

1. Etudes in vitro

In vitro, de nombreux antibiotiques sont actifs contre R. equi, si I'on se fie a leur CMI
(concentration minimale inhibitrice). Parmi eux, de nombreux macrolides, aminoglycosides, la
rifampicine, I'imipenem, la doxycycline, I'enrofloxacine (Giguére et al. 2012). Il est a noter que les
macrolides et la rifampicine n’ont qu’un effet bactériostatique, contrairement aux aminoglycosides
et a I'enrofloxacine. D’autre part, les macrolides n’ont pas tous la méme efficacité contre R. equi et
la tilmicosine, la tulathromycine, la tilosine sont considérées comme peu actives in vitro. Enfin,
alors que certaines combinaisons ont des effets synergiques tels que les macrolides et la
rifampicine, la doxycycline et la rifampicine, la doxycycline et les macrolides, d’autres ont des
effets antagonistes, tels que I'amikacine et les macrolides, 'amikacine et la rifampicine, la
gentamicine et la rifampicine (Prescott et Nicholson 1984).

v' Etudes pharmacocinétiques et pharmacodynamiques

Etant donné que la plupart des antibiotiques utilisés pour traiter la pneumonie a R. equi
chez le poulain ont un large volume de distribution, leur concentration sanguine ne permet
pas de préjuger de leur efficacité in vivo dans les tissus pulmonaires des animaux atteints.
C’est pourquoi, les études pharmacologiques les plus récentes utilisent la concentration
dans le fluide de surface épithéliale pulmonaire (« pulmonary epithelial lining fluid »), et
dans les cellules obtenues par lavage broncho-alvéolaire (LBA), comme cela est fait en
médecine humaine (Giguére 2017).

e MACROLIDES ET RIFAMPICINE

o La biodisponibilité par voie orale de I'érythromycine est faible, d’autant plus si le
poulain n'est pas a jeun (Lakritz et al. 2000). La clarythromycine et
I'azithromycine présentent I'avantage d’'une meilleure biodisponilibilité par voie
orale, méme aprés alimentation, dune demi-vie prolongée, et dune
concentration nettement supérieure dans le liquide de surface épithéliale
pulmonaire et les cellules de lavage broncho-alvéolaire. La clarythromycine offre
une concentration bien plus élevée dans ces 2 éléments, mais la demi-vie de
I'azithromycine est nettement supérieure et sa concentration dans les poumons
est maintenue pendant plusieurs jours aprés l'arrét du traitement (Davis et al.
2002, Suarez-Mier, Giguere, et Lee 2007).

o D’autres macrolides, a action prolongée, ont été étudiés chez le poulain. La
tilmicosine et la tulathromycine, utilisées aux doses recommandées par voie IM,
présentent une concentration insuffisante dans les cellules du LBA, inférieure a
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la CMI pour R. equi (Scheuch et al. 2007, Womble et al. 2006). Par contre, une
injection IM de gamithromycine permet d’atteindre une concentration suffisante
dans les cellules du LBA pendant 7 jours (Berghaus et al. 2012).

o Rifampicine : La biodisponibilité de la rifampicine par voie orale est de 49% chez
'adulte et semble meilleure chez le poulain. Cette molécule se concentre moins
dans les fluides de surface épithéliale pulmonaire et les cellules du LBA que
dans le sang, mais la concentration obtenue reste largement au-dessus de la
CMI pour R. equi (Burrows et al. 1992, Kohn et al. 1993).

D’autre part, des études récentes ont montré que I'administration de rifampicine
diminuait considérablement la biodisponibilité de la clarythromycine par inhibition
de transporteurs intestinaux. Cependant, les concentrations en clarythromycine
dans les tissus et liquides pulmonaires restaient largement au-dessus des CMI
pour R. equi (Peters et al. 2011, Peters et al. 2012). L’administration de la
rifampicine 4h aprés la clarythromycine permettait d’améliorer significativement la
biodisponibilité de cette derniére, mais sans que cela puisse avoir pour autant
une importance clinique (Berlin et al. 2016).

e AUTRES ANTIBIOTIQUES

La doxycycline par voie orale a dosage usuel présente des concentrations dans
les fluides de surface épithéliale et dans les cellules du LBA au-dessus de la CMI
(Womble, Giguere, et Lee 2007). Il en est de méme pour la gentamicine utilisée IV
ou en nébulisation. L’encapsulation de la gentamicine dans des liposomes a induit
une concentration plus élevée que celle de la gentamicine libre dans les cellules
du LBA que ce soit par voie parentérale ou en nébulisation (Burton, Giguére,
Berghaus, Hondalus, et al. 2015).

2. Etudes d’efficacité in vivo

Dans les études expérimentales réalisées chez la souris, la combinaison macrolide/rifampicine
s'est avérée la thérapie la plus efficace pour lutter contre l'infection a R. equi (Burton, Giguére,
Berghaus, et Hondalus 2015, Nordmann, Kerestedjian, et Ronco 1992).

L’infection expérimentale des poulains est difficile a réaliser et ne reflete pas linfection naturelle
(Giguéere 2017). La plupart des données sur l'efficacité des différents antibiotiques sont donc
issues d’études rétrospectives. Dans ce cadre-la aussi, la combinaison macrolides/rifampicine
s’avere la plus efficace, avec un taux de survie entre 69 et 82% pour les cas de pneumonies les
plus séveéres, et entre 87 et 97% pour des cas plus légers (Giguere 2017). L’érythromycine était le
macrolide utilisé dans les années 1980 (Sweeney, Sweeney, et Divers 1987), mais a été remplacé
par la clarythromycine et I'azithromycine qui présentent une meilleure efficacité (Giguere et al.
2004).

Plusieurs études en aveugle avec un groupe témoin ont été réalisées dans une ferme ou la
maladie sévissait de fagon enzootique, par I'équipe de Venner. La plupart de ces études ont été
réalisées sur des poulains atteints de forme subclinique de pneumonie abcédative, détectée par
échographie thoracique. Ces études ont montré que pour des Iésions d’étendue légére a modérée,
les traitements n’offraient pas un taux de guérison plus élevé que le placebo (Venner, Astheimer,
et al. 2013, Venner et al. 2012). Dans les cas d’atteinte plus sévére, I'azithromycine avec ou sans
rifampicine et la gamythromycine offraient un meilleur taux de guérison que le placebo, ce qui
n’était pas le cas de la tulathromycine (Hildebrand, Venner, et Giguére 2015, Venner, Credner, et
al. 2013).
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3.4.1.4. Mise en évidence de résistances et lutte contre celles-ci

Les premiers isolats de R. equi résistant a la rifampicine et/ou a I'’érythromycine ont été décrits
dans les années 90 en Amérique du Nord et au Japon (Kenney et al. 1994, Takai et al. 1997) et
une mutation spécifigue sur le gene rob a été identifie¢e en 2001 en France (Fines et al.
2001)(Fines et al, 2001). Ceci a conduit a une étude plus large menée par 9 laboratoires sur des
isolats de R. equi résistants aux Etats Unis entre 1997 et 2008. 24 isolats ont été considérés
comme résistants a la rifampicine et/ou un macrolide. Parmi eux, la plupart (22/24) étaient
résistants a la fois a la rifampicine et aux 3 macrolides les plus utilisés dans le traitement de la
rhodococcose, soit I'érythromycine, I'azithromycine, et la clarythromycine. La prévalence de la
résistance parmi les souches était variable en fonction des laboratoires, mais atteignait jusqu’a 4%
dans certains d’entre eux (Gigueére et al. 2010). En France, le taux de résistance a I'érythromycine
et a la rifampicine des souches de R. equi cultivées au laboratoire Labéo Frank Duncombe est
variable depuis 2006, mais ne semble pas en augmentation (Léon, 2017 communication
personnelle). Une étude menée dans une ferme américaine, ou de nombreux poulains atteints de
forme subclinique étaient traités chaque année, a montré la présence de 24% d’isolats résistants
dans une population de poulains avant traitement (Burton et al. 2013). Une des pistes pour limiter
I'apparition de résistances serait donc de limiter le traitement aux animaux atteints cliniquement.

Une étude récente (Berghaus, Gigueére, et Guldbech 2013) a analysé la fenétre de sélection des
mutants, entre la CMI et la concentration de prévention des mutants (CPM) des différents
antibiotiques utilisés pour le traitement de R. equi chez le poulain. Parmi les 10 antibiotiques
étudiés, la rifampicine était celui qui avait la CPM la plus élevée, indiquant que la monothérapie a
la rifampicine était susceptible d’induire des résistances. Par contre, la combinaison avec I'un des
3 macrolides fréquemment utilisés faisait chuter nettement la CPM, et donc le risque de
développement de mutants résistants, au moins in vitro.

3.4.1.5. Effets secondaires des antibiotiques

Les macrolides utilisés par voie orale chez le poulain sont une cause fréquente de diarrhée. Celle-
ci est dans la majorité des cas auto-limitante et ne nécessite pas toujours I'arrét du traitement.
Toutefois, certains poulains peuvent développer une déshydratation et des déséquilibres
électrolytiques qui nécessitent des soins importants et larrét du traitement. Deux études
rétrospectives ont évalué le risque de diarrhée chez les poulains traités a I'érythromycine. Dans
'étude de (Stratton-Phelps, Wilson, et Gardner 2000), 36% des poulains traités a I'érythromycine
développaient de la diarrhée, ce qui représentait un risque 8 fois plus élevé que pour les poulains
traités avec d’autres antibiotiques. Dans I'étude de (Giguére et al. 2004), 17% ont développé de la
diarrhée. Cette étude rapporte également de la diarrhée chez 28% des poulains traités a la
clarythromycine et chez 8% des poulains traités a I'azithromycine.

Les macrolides, principalement I'érythromycine, sont également susceptibles de déclencher des
diarrhées sévéres chez les méres des poulains traités (Baverud et al. 1998). La cause suspectée
de ces diarrhées dans lesquelles Clostridium difficile a été impliqué, est une dysbactériose
digestive secondaire a I'ingestion de petites quantités d’antibiotiques. Celle-ci pourrait se faire par
coprophagie et/ou léchage des abreuvoirs ou des mangeoires souillés par la bouche du poulain
juste aprés la prise médicamenteuse. Cette complication est rare, mais souvent mortelle et a pu
étre reproduite expérimentalement par administration de doses sub-thérapeutiques
d’érythromycine (Gustafsson et al. 1997).

Un autre effet secondaire décrit suite a l'utilisation de macrolides chez les poulains, est le
développement d’une anhidrose (Stieler et al. 2016, Stratton-Phelps, Wilson, et Gardner 2000).
L’anhidrose est plus sévere chez les poulains traités a I'érythromycine, mais peut étre présente
également chez les poulains traités a la clarythromycine et I'azithromycine (Stieler Stewart et al.
2017), et peut étre a l'origine d’'une hyperthermie sévére et d'une tachypnée quand le poulain est
dans un environnement chaud.
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L’enrofloxacine, bien qu’efficace et bactéricide, n’est pas utilisé dans le cadre du traitement de la
pneumonie a R. equi chez le poulain car elle présente une toxicité cartilagineuse qui pourrait étre a
l'origine d’arthropathies chez le poulain (Vivrette et al. 2001).

De méme, la combinaison doxycycline rifampicine, qui semble synergique in vitro a déclenché des
effets secondaires graves d’anémie hémolytique dans une étude clinique (Venner, Astheimer, et
al. 2013)

Enfin, la gamithromycine, qui a fourni des résultats intéressants lors des premieres études
cliniques, est peu utilisée du fait de réactions locales importantes au point d’injection (Hildebrand,
Venner, et Giguere 2015).

3.4.1.6. Autres voies de traitements en cours d’étude ou a étudier

Outre les macrolides disponibles plus récemment comme la gamithromycine pour laquelle on
commence a avoir des données intéressantes sur son efficacité in vitro (Berghaus et al. 2012,
Berlin et al. 2017) et sur des cas cliniques (Hildebrand, Venner, et Giguére 2015), mais qui
présente des effets indésirables par voie intramusculaire, une autre voie de traitement est en cours
d’exploration : la gentamicine liposomale, qui a été étudiée sur la souris (Burton, Giguére,
Berghaus, Hondalus, et al. 2015) et chez le poulain sain (Burton, Giguére, et Arnold 2015), ainsi
gue sur quelques cas clinigues (Cohen et al. 2016). Cette molécule semble prometteuse mais de
plus amples études seraient nécessaires. D’autre part, lors de I'étude sur 5 cas cliniques (Cohen et
al. 2016), plusieurs animaux ont montré des signes de néphrotoxicité, ce qui nécessiterait de
réadapter le dosage et/ou la voie d’administration avant de pouvoir recommander cet antibiotique.
Le maltolate de gallium est un produit semi-métallique qui a une activité antibactérienne in vitro sur
R. equi et une étude pharmococinétique a montré qu’il pouvait étre utilisé dans le cadre du
traitement de la rhodococcose chez le poulain (Martens et al. 2010, Martens et al. 2007). La seule
étude clinique réalisée a ce jour ne permet pourtant pas de tirer de conclusion claire sur son
efficacité (Cohen et al. 2015).

3.4.1.7. Statut réglementaire des principaux antibiotiques cités

Le tableau 4 ci-dessous précise le statut réglementaire des différents antibiotiques utilisés dans le
traitement de la rhodococcose.
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Tableau 4 : Principaux antibiotiques utilisés dans le traitement des infections a R. equi chez le
poulain, dosages recommandés, disponibilité et conditions d’utilisation.

Antibiotique

Antibiotique Dosage Disponibilité en France -
critique

Médicament vétérinaire disponible
Erythromycine 25mg/kg TID ou QID PO Pas dAMM Equine. Non
A utiliser dans le cadre de la cascade.

Pas de médicament vétérinaire
disponible.

10mg/kg SID PO Médicament pour H inscrit sur la liste Non
des substances essentielles.
Indication pour le traitement de la

Azithromycine

rhodococcose
Pas de médicament vétérinaire
disponible.
7,5mg/kg BID PO Adi
Clarythromycine g/Kg 3 Médicaments pour H. Non
A utiliser dans le cadre de la cascade
chez les animaux exclus de la
consommation
Pas de médicament vétérinaire L
disponible. (;A’\irrl?s:ﬂ?nucee
5-10mg/kg BID PO Adi i i i
Rifampicine g/kg Médicaments pour H inscrit sur la liste critique non autorisé
10mg/kg SID PO des substances essentielles. (Arrété du 18 mars
Indication pour le traitement de la 2016, art2)*
rhodococcose '

Médicament vétérinaire
Gamithromycine | 6mg/kg tous les 7 jours IM Pas dAMM Equine. Non
A utiliser dans le cadre de la cascade.

Médicament vétérinaire
Tulathromycine |2,5mg/kg tous les 7 jours IM Pas d’AMM équine. Non

A utiliser dans le cadre de la cascade.

La rifampicine est un antibiotique cité dans l'arrété du 18 mars 2016°. Elle fait partie des
substances antibiotiques d'importance critique visées par l'article R. 5141-117-3.-I°, non contenues
dans un médicament vétérinaire, dont la prescription en médecine vétérinaire équine n’est
autorisée que si elles figurent dans la liste des substances essentielles pour les équidés et pour
une des indications prévues par le réglement (CE) n° 1950/2006. Or celui-ci, de méme que le

4 Arrété du 18 mars 2016 fixant la liste des substances antibiotiques d'importance critique prévue a l'article L. 5144-1-1 du code de la
santé publique et fixant la liste des méthodes de réalisation du test de détermination de la sensibilité des souches bactériennes prévue
a l'article R. 5141-117-2 JORF n°0072 du 25 mars 2016.

® Décret n° 2016-317 du 16 mars 2016 relatif & la prescription et & la délivrance des médicaments utilisés en médecine vétérinaire
contenant une ou plusieurs substances antibiotiques d'importance critique.
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réglement (UE) n° 122/2013° qui le modifie, cite la rifampicine dans la liste des substances
essentielles pour les équidés pour I'indication du traitement de I'infection & Rhodococcus equi.

De ce fait, l'utilisation de la rifampicine est subordonnée par l'article R. 5141-117-2.-1. du code de
la santé publique a :

¢ un examen clinique préalable (et une analyse du contexte épidémiologique) ;

o |a réalisation préalable d’'un examen complémentaire, visant a identifier la souche
bactérienne qui pourra étre, dans le cadre de la rhodococcose, la mise en culture d'un
liquide de lavage trachéal, ou de tout autre prélevement en fonction du site d’infection.

e la réalisation préalable d’'un antibiogramme.

Trois dérogations sont a intégrer dans le cadre du traitement de la rhodococcose:
- la réalisation d’examens complémentaires est requise sous réserve que l'état général du ou
des animaux permet le prélévement d’'un échantillon ;

- le médicament contenant I'antibiotique critique peut étre prescrit avant connaissance des
résultats des examens complémentaires lorsqu'il s'agit d'un cas aigu d'infection bactérienne
pour laquelle un traitement avec d'autres familles d'antibiotiques serait insuffisamment
efficace, ce qui est le cas de l'infection a Rhodococcus equi, et ce pendant 4 jours, avant
de réévaluer le contexte clinique et épidémiologique et les résultats des examens
complémentaires portés a la connaissance du vétérinaire ;

- le vétérinaire n'est pas tenu de réaliser ces examens complémentaires si les résultats
d'examens complémentaires effectués depuis moins de trois mois pour le méme animal ou
des animaux du méme stade physiologique présents sur le méme site et pour la méme
affection ont été portés a sa connaissance.

3.4.2.Réponses aux questions

3.4.2.1. Quelle est la méthode diagnostique la plus fiable?

Les meilleures méthodes de détection d’'une pneumonie abcédative sont la radiographie
thoracique, qui est difficile a réaliser en pratique, 'échographie thoracique ainsi que la réalisation
d’'une numération et d'une formule sanguines et d'un dosage du fibrinogéne sanguin.

La seule méthode diagnostique de certitude reconnue est la détection de R. equi par PCR ou
culture bactériologique dans le liquide de lavage trachéal. On peut également utiliser d’autres
liquides biologiques dans les cas d’infections d’autres organes, comme le liquide synovial ou le
liquide péritonéal. Toutefois, il faut rappeler que la recherche de la bactérie par PCR ou par culture
dans un écouvillon nasopharyngé ou un prélevement fécal n’est ni sensible, ni spécifique pour le
diagnostic d’une infection a Rhodococcus equi.

3.4.2.2. Quels animaux traiter?

Sur un cas isolé de pneumonie, un diagnostic de certitude d’infection & Rhodococcus equi doit étre
réalisé avant la mise en place d'un traitement antibiotique spécifique. Ce diagnostic de certitude
doit se faire par isolement de la bactérie ou recherche par PCR sur un liquide de lavage trachéal. Il
est & noter que ce diagnostic de certitude est une condition obligatoire a la prescription de
rifampicine, d’aprés la réglementation sur les antibiotiques critiques.

® Réglement (UE) n° 122/2013 de la Commission du 12 février 2013 modifiant le réglement (CE) n°1950/2006 établissant,
conformément a la directive 2001/82/CE du Parlement européen et du Conseil instituant un code communautaire relatif aux
médicaments vétérinaires, une liste de substances essentielles pour le traitement des équidés.
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Dans un élevage ou des infections a R. equi ont déja été confirmées, il est recommandé de
réaliser une surveillance rapprochée des poulains de 1 a 3 mois : surveillance quotidienne de la
courbe respiratoire, de la présence de toux et prise de température, évaluation vétérinaire
réguliére avec prise de sang pour la réalisation d’'une numération/formule et dosage du fibrinogéne
et échographie thoracique, soit systématiques, soit en cas de détection de fievre ou de signes
respiratoires. Aucun protocole de dépistage précis n’est recommandé (Giguére et al. 2011). Il
n’existe aucune preuve scientifique de lintérét de ce type de dépistage pour la réduction de la
morbidité et la mortalité, méme si une amélioration a été observée dans des élevages qui I'ont mis
en place (Slovis, McCracken, et Mundy 2005). L’approche optimale varie probablement d'un
élevage a l'autre en fonction de la prévalence de la maladie, des ressources humaines et
financiéres disponibles, des pratiques d’élevage et des préférences techniques du vétérinaire
traitant (Giguére et al. 2011).

Les poulains qui doivent étre mis sous traitement sont les poulains qui présentent des signes
cliniques compatibles avec une pneumonie a R. equi, associés a des images de lésions
abcédatives a I'échographie thoracique et/ou a une prise de sang fournissant des informations
évocatrices de la maladie (élévation marquée du taux de globules blancs, de polynucléaires
neutrophiles ou de fibrinogéne. un seuil de 15000 cellules/uL et de 5g/L étant recommandé,
respectivement pour les neutrophiles et le fibrinogéne, compte tenu des données issues de la
littérature). Dans le cas d’'un dépistage systématique, il n’est pas recommandé de traiter tous les
poulains présentant des lésions échographiques ou des résultats hématologiques anormaux. Ces
poulains devront étre mis sous surveillance rapprochée et contrélés toutes les semaines pour
vérifier 'absence d'aggravation des images échographiques et des paramétres sanguins d'intérét.
Un traitement ne sera mis en place qu’en cas de dégradation de ces éléments.

Il est a rappeler que méme dans les élevages atteints de facon enzootique, un diagnostic de
certitude d’infection a R. equi est demandé par le |égislateur sur au moins un des poulains dans
ces élevages dans les 3 mois précédents, afin de pouvoir prescrire de la rifampicine.

3.4.2.3. Quelle est la durée de traitement ?

Il existe trés peu de données sur la durée de traitement nécessaire. Dans certaines études
cliniques, les durées de traitement sont rapportées et varient de 38 a 122 jours (Hildebrand,
Venner, et Giguére 2015, Venner, Astheimer, et al. 2013). Il est usuel de préconiser un traitement
minimal de 2 semaines et il n'est pas rare que des poulains soient traités 6 semaines ou plus. Il est
recommandé de réévaluer au minimum toutes les 2 semaines les signes cliniques, I'échographie
thoracique et la numération/formule sanguine et la fibrinogénémie et de décider de l'arrét du
traitement dés que les anomalies sont résolues.

3.4.2.4. Comment améliorer les modalités de traitement ?

Pour linstant, il n’existe pas d’alternative a la combinaison macrolide/rifampicine. Des études
pharmacocinétiques récentes ont montré qu’'une administration de la rifampicine a 10mg/kg PO
une fois par jour serait acceptable (Berlin et al. 2017), mais aucune étude clinique d’efficacité
n’existe a ce dosage. Si ceci est confirmé, la combinaison avec un macrolide qui s’administre une
fois par jour comme [lazithromycine, ou une fois par semaine comme la gamithromycine
permettrait d’alléger les temps et les colts des traitements.

3.4.2.5. Quelles sont les taux de résistance a la rifampicine ?
Il existe des résistances a la rifampicine en France (Fines et al. 2001)(Fines et al, 2001). Elles sont
souvent associées a des résistances aux macrolides (Burton et al. 2013, Giguére et al. 2010).
Certaines pratiques de traitement « prophylactique » (antibioprévention par administration
systématique d’antibiotiques pendant 1 semaine a un age donné), ou de traitement trop
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systématique de cas subcliniques ont été mises en cause aux Etats Unis dans le développement
de telles résistances.

3.4.2.6. Quelles alternatives aux traitements actuels ?

La gentamicine liposomale pourrait étre une alternative mais la néphrotoxicité observée sur la
premiére étude clinique n’en fait pas une molécule intéressante dans I'état actuel des choses.

Le maltolate de gallium pourrait étre utilisé sur les cas subcliniques pour limiter le recours aux
antibiotiques dans les élevages ou l'infection est enzootique.

3.4.3. Axes de recherche proposés
¢ recherche de méthodes diagnostiques moins invasives mais discriminantes (sérologies)
o études d’efficacité clinique sur la gamithromycine IV, sur la rifampicine administrée une
fois par jour
e études complémentaires sur la gentamicine liposomale et ses effets néphrotoxiques
e études complémentaires sur le maltolate de gallium et son efficacité clinique
e études cliniques sur la durée nécessaire de traitement

3.5. Dispositions reglementaires

3.5.1. Vaccins

La mise en ceuvre de la « cascade » prévue a l'article L. 5143-4 du Code de la santé publique
(CSP) donne priorité aux vaccins disposant d’'une autorisation de mise sur le marché (AMM) en
France, en accord avec les exigences techniques et scientifiques telles que décrites dans la
Directive 2009/9/EC. A I'heure actuelle, il 'y a pas de vaccin contre la rhodococcose équine
disposant d’une telle autorisation en France.

S'il existait un vaccin avec AMM contre la rhodococcose équine dans au moins un Etat membre de
'Union Européenne (UE) ou dans I'Espace Economique Européen (EEE), il pourrait étre importé
conformément aux articles L. 5142-7, R. 5141-123 & R. 5141-123-5 du CSP. Selon la cascade,
l'importation d’'un tel vaccin aurait priorité par rapport a la préparation d'un autovaccin. A I'heure
actuelle, il n’y a pas non plus de vaccin contre la rhodococcose équine disposant d’'une telle
autorisation.

3.5.2. Plasmas hyperimmuns

Les plasmas hyper-immuns contre la rhodococcose répondent également a la définition d’un
médicament vétérinaire (articles L. 5111-1 et L. 5141-1 du CSP) : en effet, dés lors que des
animaux sont vaccinés de fagon répétée en vue de provoquer une production massive d’anticorps
anti-R. equi (devenant de ce fait des animaux donneurs de plasma hyper-immun), et qu’apres
récolte, le plasma qui contient ces anticorps est utilisé pour traiter d’autres animaux, y compris au
sein d’'un méme élevage, il s’agit d’'une production de médicament vétérinaire.

Une telle production est soumise a des obligations reglementaires, notamment en ce qui
concerne :

- l'utilisation d’animaux donneurs entrant dans le cadre de la production du médicament, qui
releve de l'article R.214-105 du Code rural et de la péche maritime (CRPM), section 6 -
“utilisation d'animaux vivants a des fins scientifiques” du chapitre IV — “protection des
animaux’,
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- les conditions d'hébergement et d'entretien de ces animaux (article R. 214-95 du CRPM),

- les établissements qui détiennent et utilisent de tels animaux donneurs, qui doivent étre
agréés (articles R. 214-99 et R. 214-100 du CSP) et inspectés (article R. 214-104 du
CRPM),

- les exigences relatives au personnel de ces établissements assurant les soins aux animaux
(articles R. 214-101 et R. 214-102 du CRPM), et au personnel réalisant des procédures
expérimentales sur les animaux (articles R. 214-114 et R. 214-115 du CRPM)

- les modalités relatives aux autorisations des procédures, qui doivent faire I'objet d’un avis
d’'un comité d’éthique (R. 214-117 CRPM),

- les modalités de traitement du plasma hyperimmun, qui doit étre traité dans un
établissement pharmaceutique autorisé garant de sa qualité et de son innocuité (régi
notamment en France par les articles L. 5142-2, R. 5142-5 et R. 5142-8 du CSP et l'arrété
du 20/04/2012 relatif aux autorisations d'ouverture et aux modifications des autorisations
d’ouverture des établissements pharmaceutiques vétérinaires),

- de la qualité du plasma, qui constitue la matiére premiere du médicament, et doit a ce titre
respecter les exigences techniques et scientifiques telles que décrites dans la Directive
2009/9/EC.

A T'heure actuelle, il n’y a pas non plus de plasma hyperimmun contre la rhodococcose équine
bénéficiant d'une AMM frangaise ou communautaire. De la méme maniére que pour les vaccins,
un plasma hyper-immun avec AMM contre la rhodococcose équine dans au moins un Etat membre
de 'UE ou dans 'EEE pourrait étre importé. A la connaissance des experts, il n'y a qu’un seul
plasma hyper-immun contre la rhodococcose équine disposant d’une telle autorisation, a savoir
HYPERIMMUNE-RE, autorisé au Royaume Uni.

Il serait également envisageable d’autoriser I'importation des plasmas HYPERMUNE (autorisé au
Royaume-Uni) et PlasmalLife (autorisé en lItalie), qui ne sont pas hyperimmuns, méme si la
dénomination ‘HYPERMUNE’ pourrait le laisser penser), dont lindication consiste en une
augmentation du taux d’anticorps IgG, mais sans indication spécifique relative a la Rhodococcose.

A défaut, il est rappelé que le recours au dispositif d’autorisation temporaire d’utilisation (ATU)
pourrait permettre aux vétérinaires praticiens d’accéder, sous certaines conditions et avec I'accord
de I'ANMV, a des vaccins ou des plasmas hyperimmuns vétérinaires ne disposant pas
d’autorisation dans 'UE ou 'EEE.

Enfin, il convient de noter que :
- la production de plasma hyperimmun par des personnes non autorisées au titre de la

réglementation sur la pharmacie vétérinaire est une activité illégale, et reléve en plus de
I'exercice illégal de la médecine vétérinaire s'il s’agit de personnes non vétérinaires.

- La cession d’'un médicament vétérinaire (méme a titre gratuit) ne peut étre réalisée que par
un établissement autorisé a réaliser des opérations d’exploitation ou de vente en gros.

- S’agissant de médicaments vétérinaires immunologiques utilisés dans le cadre de la
cascade, une prescription vétérinaire est obligatoire (article L. 5143-5 du CSP) pour la
délivrance et l'utilisation du plasma hyperimmun contre la rhodococcose équine.

3.5.3.Autovaccins

Dans la mesure ou il n‘existe pas de médicament autorisé contre la rhodococcose, la « cascade »
prévoit I'utilisation d’autovaccins en dernier recours, conformément au 4°™ alinéa qui stipule

qu'« ... a défaut des médicaments mentionnés aux 1°, 2° et 3°, une préparation magistrale
vétérinaire... », 'autovaccin étant une préparation magistrale vétérinaire.
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De telles autorisations ont dores et déja été délivrées par 'ANMV a des préparateurs
d’autovaccins en France, conformément aux articles L. 5141-12, L. 5143-4, R. 5141-129 a R.
5141-141 du CSP.

3.6. Conclusions et recommandations

La rhodococcose est une maladie infectieuse causée par la bactérie Rhodococcus equi,
spécifiguement par des souches hébergeant un plasmide de virulence contenant le géne VapA,
exprimé a la surface de la bactérie. La maladie affecte essentiellement le poulain a4gé de 3
semaines a 6 mois, chez lequel la forme la plus fréquente est une bronchopneumonie, d’évolution
subaigué ou chronique, caractérisée par le développement d’abcés pulmonaires. Il s’agit d’'une
maladie insidieuse, dont les signes cliniques se manifestent alors que les lésions pulmonaires sont
déja bien développées. Elle est présente dans toutes les régions de France.

R. equi a la particularité d’étre une bactérie ubiquiste a la fois saprophyte du sol et pathogéne
opportuniste multi-hétes, chez lesquels elle se comporte en parasite intracellulaire facultatif. Cette
localisation intracellulaire a de nombreuses conséquences sur la détermination des moyens de
prévention et de lutte contre la maladie.

3.6.1.Mesures de prévention sanitaire

L’épidémiologie de la rhodococcose est assez bien décrite dans la bibliographie scientifique. Si les
poulains sont infectés par l'inhalation de souches de R. equi, portées par les poussiéres dans ['air,
I'existence d’'un cycle sol-animal joue un rdéle important dans I'épidémiologie, en faisant intervenir
le tractus digestif des animaux porteurs, qui contribuent par leurs féces et les fumiers contaminés,
a la diffusion de l'infection.

L’exposition du poulain dans les jours (ou semaines) suivant sa naissance a des bactéries
virulentes aérosolisées en quantité importante a partir de I'environnement (locaux, paddocks,
herbages) est importante dans le développement de la maladie. Mais méme si de nombreux
facteurs de risque ont été identifiés pour expliquer 'atteinte enzootique particuliére de certaines
exploitations, les mesures de prévention sanitaires recommandées dans les élevages restent
encore théorigues et les experts soulignent que des études complémentaires seraient nécessaires
pour mieux caractériser les différentes pratiques, recenser les mesures réellement appliquées
dans les élevages et valider sur le terrain, dans les zones les plus touchées, les mesures de
gestion sanitaire les mieux adaptées et les plus efficaces. En particulier, des études
épidémiologiques pourraient étre conduites pour mesurer de fagon intégrée I'effet des pratiques de
paturage des meres suitées (par exemple, rotations, chargement, élimination des crottins et
enherbement des paddocks ...) sur le risque de pneumonie chez les poulains. En effet, ces choix
de gestion peuvent influencer la quantité d’agent pathogéne auquel les poulains sont exposeés,
mais aussi influencer la réponse immunitaire contre les souches présentes dans leur
environnement, dans la période critique de baisse de 'immunité colostrale.

Pour autant, la maladie n’affecte pas tous les poulains de la méme maniére et les conditions de
développement de la rhodococcose du poulain, en rapport avec la physiopathologie de la maladie,
notamment le développement de I'immunité contre R. equi chez le poulain, sont particulierement
complexes et loin d’étre toutes élucidées.

L’immunité contre R. equi est essentiellement en lien avec le caractére intracellulaire de la
bactérie. Si la réponse immunitaire humorale cible les phases précoces de l'infection (anticorps
anti VapA notamment), la réponse immunitaire a médiation cellulaire devient essentielle pour
éliminer R. equi durant la phase intracellulaire, quand la réponse humorale n’a pas permis une
neutralisation compléte du pathogene (réponse immunitaire orientée vers la voie Thl, I'lFNy jouant
un role majeur dans la stimulation, I'orientation et I'établissement de cette réponse immunitaire).
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3.6.2.Plasma hyperimmun

Le niveau de connaissance actuel concernant la réponse immunitaire humorale du poulain et du
cheval adulte laisse demeurer un certain nombre d’incertitudes, rendant difficile d’émettre des
recommandations fermes en matiére d’obtention et d'utilisation de plasma hyperimmun efficace
contre la rhodococcose.

L’efficacité des plasmas hyperimmuns (PHI) dans la lutte contre la rhodococcose dépend de leur
composition en anticorps anti R. equi, en particulier en termes de concentration en anticorps anti-
VapA et anti-VapC et de profil isotypique des 1gG anti-VapA. Il existe néanmoins encore beaucoup
d’'inconnues sur la connaissance fine des autres facteurs sanguins du PHI, intervenant également
dans la défense contre la rhodococcose.

Par ailleurs, les méthodes de contrble de la qualité des PHI font encore I'objet de discussion, car
les techniques de mise en évidence des anticorps anti R. equi disponibles aujourd’hui, ne sont pas
adaptées et standardisées. Pour caractériser la qualité des PHI, une méthode sérologique ciblant
les anticorps d'intérét et quantitative est a privilégier.

Enfin, 'administration de PHI & un poulain doit s’accompagner de mesures de surveillance et de
prévention sanitaire. Ainsi, le GT recommande :

- de conduire, pour chaque élevage, une analyse afin de définir quels sont les moments
d’administration les plus adaptés compte tenu des caractéristiques de I'élevage et des
animausx,

- dinstaurer ou de maintenir une surveillance clinique étroite des poulains a risque, cibles a
privilégier pour I'administration de PHI,

- de mettre en place des mesures sanitaires permettant une réduction de I'exposition a la
bactérie, tant en fréquence qu’en intensité (moindre concentration de R. equi en aérosol).

L’état des connaissances scientifiques actuelles montre que des efforts de recherche importants
doivent étre conduits pour permettre une amélioration du niveau de protection contre la
rhodococcose conféré par les PHI.

Les études devront porter sur les domaines et questions suivantes :
e Laqualité et lacomposition du PHI
- Quelle est la concentration optimale en pug/ml des anticorps totaux anti-VapA et anti-
VapC ;
- Quel est I'équilibre optimal entre les 3 isotypes d’lgG (IgGa, IgGb et IgG(T)) ;
- Quels sont les facteurs sanguins (autres que les anticorps) qui jouent un réle dans la
protection conférée par le PHI et a quelles concentrations.
e Les conditions de production du PHI
- Sur quels critéres (caractéristiques immunitaires) fonder le choix d’'un donneur de PHI ;

- Quelle est la préparation idéale pour 'immunisation du cheval donneur (choix de la
solution antigénique et de I'adjuvant) et quel protocole d'immunisation mettre en ceuvre
(voie d’administration, dose, nombre d’administrations) pour obtenir des concentrations
plasmatiques optimales en anticorps et autres facteurs sanguins.

- Etudier l'intérét d'enrichir les PHI obtenus a partir de donneurs équins adultes avec des

anticorps monoclonaux anti-VapA et anti-VapC de maniére a garantir des
concentrations suffisantes et efficaces de ces anticorps dans les PHI.
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e Les conditions d’administration au poulain et les caractéristiques de 'immunité passive a
atteindre
- Quelle est la concentration sanguine minimale en anticorps anti-VapA et anti-VapC a
maintenir chez le poulain pendant toute la période a risque ;

- Quel est le protocole d’administration du PHI le plus adapté pour obtenir ce résultat.

3.6.3.Vaccin
A ce jour, aucun vaccin conventionnel n’est disponible commercialement pour prévenir la
rhodococcose.

Le caractere intracellulaire de R. equi, les spécificités du systéme immunitaire chez le poulain
nouveau-né et la présence potentielle d’anticorps maternels représentent des écueils significatifs
pour le développement d’un vaccin immunogéne et protecteur.

En effet, malgré le design, le développement et la caractérisation de nombreuses stratégies de
vaccination contre la rhodococcose au cours des 25 derniéres années, ainsi que la mise en place
de nombreuses études cliniques chez I'espéce cible, il N’y a a ce jour que peu ou pas de
consensus sur la meilleure approche technologique a adopter pour prévenir l'infection par R. equi
chez le jeune poulain par un vaccin. Cet état de fait est une conséquence de la complexité de cette
pathologie. De nombreux éléments restent a définir, comme la sélection du ou des antigénes
vaccinaux, l'ajout d’'un adjuvant et sa nature, la méthode et la fréquence d’administration du
vaccin, etc ...

Outre ces éléments propres au vaccin, des difficultés majeures sont rencontrées pour leur
évaluation, comme la complexité du modéle expérimental animal a utiliser, la paucité des corrélats
de protection, I'impact certain de I'age sur la réponse immunitaire et la protection contre R. equi
mais dont les mécanismes restent encore mal compris et définis.

D’autres difficultés sont a noter comme I'existence possible de différences individuelles en termes
de sensibilité a l'infection et de développement des signes cliniques de la maladie, ou les facteurs
environnementaux et les dynamiques de populations pour les études de terrain.

Autant d’incertitudes pesant aujourd’hui sur le dossier « vaccination rhodococcose » et qui
constituent des pistes de recherche a initier.

- A l'exception de rares publications dont les résultats seraient a confirmer, la littérature
scientifique montre globalement que l'approche vaccinale a base de bactéries complétes
inactivées n'est pas adaptée a R. equi.

- L’approche vaccinale a base de bactéries vivantes atténuées, avec une administration par
voie orale, a présenté des résultats encourageants en termes de protection. L’expérience
acquise avec les vaccins vivants atténués contre la Gourme (Streptococcus equi) nous
informe néanmoins que ce type de plateforme requiert un équilibre précis entre les notions
d’efficacité et d’innocuité.

- La stratégie de vaccination basée sur une sélection d’antigénes d’intérét, dont VapA et
VapC, a donné des résultats encourageants en termes d'immunogénicité chez la jument et le
poulain, ainsi qu’une protection significative dans un contexte d’infection naturelle. Cette
approche semble étre a ce jour la plus prometteuse.

- L’emploi de vecteurs viraux recombinants exprimant un ou plusieurs antigénes d’intérét est
une approche vaccinale qui a fait ses preuves chez de nombreuses espéces, dont le cheval
dans le cas de la grippe équine et la fievre du Nil Occidental. Ce type de plateforme
vaccinale pourrait également étre évalué dans le cadre de la rhodococcose.
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3.6.4.Autovaccins

Bon nombre d’incertitudes pésent également sur la question de I'efficacité des autovaccins pour
prévenir cette maladie. Comme pour les vaccins, le caractére intracellulaire de R. equi et les
spécificités du systeme immunitaire chez le poulain nouveau-né rendent délicate I'entreprise de
produire un autovaccin efficace.

L’intérét d’associer dans un méme autovaccin, différentes souches de R. equi prélevées dans un
élevage, a été discuté par le GT. Les données scientifiques actuellement disponibles ne suggeérent
pas que des différences de pouvoir pathogéne puissent exister entre les souches de R. equi
virulentes d’origine équine en fonction du type plasmidique. Au sein des plasmides pVapA, un
type plasmidique plutét qu’'un autre ne peut donc étre recommandé pour la production des
autovaccins.

En revanche, le nombre de copies du plasmide présentes dans l'isolat ou la capacité de la souche
a produire un grand nombre de copies du plasmide pourraient étre des parameétres a explorer.

Par ailleurs, la bibliographie disponible indique que si des complexes clonaux distincts existent
parmi les souches de R. equi d’origine équine, ils ne sont pas nécessairement associés a un
pouvoir pathogéne différent. Si ces résultats ne permettent pas de sélectionner plus
particulierement une souche pVapA a inclure dans 'autovaccin selon son complexe clonal, rien ne
s’oppose a inclure plusieurs souches pVapA appartenant a des complexes clonaux distincts dans
I'autovaccin.

Le GT souligne avant tout I'importance de vérifier la présence du plasmide de virulence sur la (les)
souche(s) prélevée(s) en élevage et juste avant la préparation de l'autovaccin, ainsi que la
présence de la protéine VapA dans la préparation antigénique.

Le recours a un adjuvant, au-dela de la propension particuliere de I'espéce équine a développer
des réactions locales, doit également prendre en compte l'orientation immunitaire induite par le
produit. S’il s’agit d’'une question complexe en lien avec le mode d’action des adjuvants, il importe
néanmoins de vérifier que la voie Thl est privilégiée.

En I'état actuel des connaissances et en l'absence d'études cliniques spécifiques, les experts
estiment que l'administration d'un autovaccin au poulain de moins de 3 mois ne peut étre
recommandée si sa mere a elle-méme été immunisée avec le méme autovaccin en fin de
gestation et que le transfert d'immunité colostrale a été satisfaisant.

En outre, les experts soulignent I'absence actuelle d’outils de « pilotage » pour améliorer
I'efficacité de ces auto-vaccins,

- méme si la plus-value de l'utilisation de plusieurs souches virulentes dans un autovaccin
n'est pas avérée, il pourrait étre utile de développer des outils de caractérisation de routine
pour mieux suivre la circulation des différents clones au sein d’un élevage et pouvoir ainsi
introduire des souches appartenant a ces complexes clonaux différents dans I'autovaccin.

- en termes de vérification de [efficacité vaccinale et d’élaboration des protocoles
d’administration des autovaccins : le développement et la standardisation de méthodes
sérologiques permettant une quantification fiable des anticorps d'intérét seraient
nécessaires afin de pouvoir suivre de fagon plus fine la cinétique des anticorps produits, en
fonction des doses administrées et des protocoles testés, dans le cadre d'une étude
d’efficacité des autovaccins.

3.6.5.Diagnostic
Le diagnostic de la maladie est un point central dans la gestion de la rhodococcose.

La seule méthode diagnostique de certitude reconnue est la détection de R. equi par PCR ou
culture bactériologique dans le liquide de lavage trachéal.
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Les méthodes de détection d’'une pneumonie abcédative (diagnostic de suspicion) sont la
radiographie thoracique, qui est difficile a réaliser en pratique, I'échographie thoracique ainsi que la
réalisation d’'une numération de formule sanguine et un dosage du fibrinogéne sanguin.

De nombreux auteurs ont étudié différentes méthodes sérologiques (ELISA, AGID) pour le
diagnostic de la rhodococcose chez le poulain et, compte tenu des résultats, la conférence de
consensus tenue par I'ACVIM’ en 2011 a conclu que I'état actuel des connaissances, en matiére
de sensibilité et de spécificité des méthodes, ne permet de recommander aucun des tests
sérologiques disponibles dans le diagnostic des pneumonies a R. equi.

3.6.6.Prise en charge médicale

La prise en charge médicale fait appel a la prescription d’antibiotiques. R. equi étant une bactérie
intracellulaire facultative, elle nécessite [l'utilisation d’antibiotiques a bonne pénétration
intracellulaire pour la détruire. Réglementairement, les antibiotiques utilisés dans le traitement de
cette infection ne sont pas souvent disponibles comme médicaments vétérinaires. lls font donc
I'objet de restriction d’utilisation.

Pour l'instant, il n’existe pas d’alternative de traitement a la combinaison macrolide/rifampicine. Or,
la rifampicine fait partie des substances antibiotiques d'importance critique visées par l'article
R. 5141-117-3-1 du Code de Santé Publique, dont la prescription en médecine vétérinaire équine
n’est autorisée que parce qu’elle figure dans la liste des substances essentielles pour les équidés.
De ce fait, son utilisation chez les équidés est subordonnée a :

¢ un examen clinique préalable (et une analyse du contexte épidémiologique) ;

e |a réalisation préalable d'un examen complémentaire visant a identifier la souche
bactérienne, qui pourra étre, dans le cadre de la rhodococcose, la mise en culture d’'un
liquide de lavage trachéal, ou de tout autre prélevement en fonction du site d’infection ;

e la réalisation préalable d’'un antibiogramme.

L’amélioration de la prise en charge médicale de cette maladie passe par I'acquisition de nouvelles
connaissances sur des méthodes diagnostiques rapides (sérologie), sur des molécules

antibiotiques alternatives a la rifampicine et sur des études cliniques relatives a la durée
nécessaire des traitements.

Enfin, le CES a rappelé les dispositions réglementaires encadrant les autres moyens de prévention
et de lutte contre la rhodococcose, qu’il s’agisse de vaccin, d’autovaccin ou de plasma
hyperimmun, soulignant notamment que les plasmas hyper-immuns contre la rhodococcose
répondent, comme les vaccins et les autovaccins, a la définition d’'un médicament vétérinaire.

" ACVIM : American College of Veterinary Internal Medicine

Page 65/ 96



Avis de I’Anses
Saisine n° 2017-SA-0046

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES Santé et Bien-étre des animaux relatives aux
méthodes de prévention et de lutte contre la rhodococcose du poulain.

Dr Roger Genet

MOTS-CLES

Cheval, poulain, rhodococcose, Rhodococcus equi, vaccin, autovaccin, plasma hyperimmun,
diagnostic, antibiotique, lutte sanitaire

Horse, foal, rhodococcosis, Rhodococcus equi, vaccine, autovaccine, hyperimmune plasma,
diagnosis, antimicrobial, disease control
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ANNEXE 2 : DETAILS DES ETUDES VACCINALES CHEZ L’ESPECE CIBLE

1.

Vaccin vivant atténué :

Chirino-Trejo et al, Canadian Journal of Veterinary Research, 1987 (Chirino-Trejo,
Prescott, et Yager 1987): 3 groupes de 3 poulains chacun (agés d'1 a 3 semaines) vaccinés
oralement avec une souche clinique de R. equi (souche 2325-85, 3 passages en culture) ou la
méme souche aprés 100 passages en culture. Un groupe contréle. Quatre immunisations
parentérales (V1 et rappel en semaines 2, 3 et 4). Challenge 3 semaines aprés la derniére
immunisation (infection par nébulisation individuelle, dose de 1.2°10 CFU, jours 0, 1, 2, 6 et 7).
Séveére forme clinique de la maladie dans le groupe contrdle. Réduction des signes cliniques et
de la charge bactérienne pulmonaire dans les groupes vaccinés.

Martens et al, Equine Veterinary Journal, 1991 (Martens, Martens, et Fiske 1991) :
Immunisation des juments gravides (3 a 5 administrations) avec une suspension saline
contenant une souche vivante de R. equi (groupe 1, 6 juments). Souche d’origine clinique non-
atténuée (Martens et al. 1989). Groupe contréle (6 juments non vaccinées). Infection
expérimentale par R. equi des poulains issus des juments vaccinées ou non (infection 7 jours
apres la naissance). Pas de différences au niveau de la protection (taux de survie des
poulains, 2/6 pour le groupe 1 vacciné et 2/6 pour le groupe contrdle).

Hooper-McGrevy et al, Vaccine, 2005 (Hooper-McGrevy, Wilkie, et Prescott 2005) : vaccin
contenant la souche vivante ATCC 33701 administrée oralement a un age de 2,7 et 14 jours.
Groupe 1 = 4 poulains immunisés, groupe 2 = 3 poulains contréles. Challenge intra-bronchial 1
semaine apres la derniére immunisation avec la souche ATCC 33701 virulente. Forme clinique
de la maladie chez le groupe contrble, pas de signes clinigues dans le groupe vacciné.
Stimulation d’une réponse sérologique anti VapA et VapC chez les poulains immunisés.

Pei et al, Veterinary Microbiology, 2006 (Pei et al. 2006) : évaluation d’'une souche R. equi
103+ mutante (délétion du géne choE codant pour la cholesterol oxidase) chez le poulain et
comparaison avec la souche parentale. Pas de différence de virulence avec la souche
parentale.

Pei et al, Veterinary Microbiology, 2007 (Pei et al. 2007) : vaccin vivant atténué, souche R.
equi 103+ (mutant choE et icl, isocytrate lyaise). Immunisation intra-bronchiale de 5 poulains
agés d’'une semaine et challenge infectieux intra-bronchial avec la souche parentale 2
semaines plus tard. Trois poulains protégés mais les 2 autres poulains ont développé une
pneumonie associée a la souche vaccinale.

Lopez et al, Vaccine 2008 (Lopez et al. 2008) : souche R. equi vivante atténuée (mutant
riboflavin auxotrophique), administration pulmonaire par endoscopie, vaccin immunogénique
chez le poulain mais n’a pas conféré de protection dans le cadre d’un challenge infectieux.

Van der Geize et al, PlosPathogens, 2011 (Van der Geize et al. 2011) : souche vivante
atténuée (RE1ApdAB-; sous-unité alpha de la coenzyme A transférase). Deux immunisations
orales chez le jeune poulain (2 a 4 semaines d’age, V1 et V2, séparées de 2 semaines) et
challenge infectieux (inoculation intra-trachéale avec une souche virulente 85F, 2 semaines
apres V2). Groupe 1 = 4 poulains immunisés, groupe 2 = 4 poulains contréles non immunisés.
2 poulains affectés dans le groupe 1 (signes cliniques limités). Signes cliniques séveres chez
tous les poulains du groupe contrdle (euthanasie 14 jours apres infection expérimentale).

Jacobs et al, Tieraztl. Umschau 2012 (article en Allemand, Intervet International) (Jacobs
et al. 2012) : cet article rapporte l'utilisation d’'une souche mutante AipdABipdAB2 (double
mutation, souche RG2837) présentant un défaut de survie intracellulaire, comme candidat
vaccinal. Deux études sont présentées, une premiére impliquant la vaccination orale de
poulain d’'une semaine (1 a 2 immunisations) avec un challenge intra-tracheale 3 semaines
aprés la derniére immunisation. Niveau de protection inconsistant mais indication d'une
corrélation avec le taux d’anticorps anti VapA. Second essai avec vaccination intra-rectale
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(poulains 4gés de 5 mois) et un niveau de protection amélioré. Troisiéme essai avec
immunisation intra-rectale de poulain dgés d’'une semaine (1 immunisation sur 2 jours),
challenge infectieux 3 semaines plus tard (voie orale ou rectale). Protection significative
observée. Des résultats complémentaires sont disponibles dans un brevet dinvention
(référence EP2385836B1) : 16 poulains (Age compris entre 2 et 4 semaines), 4 groupes de 4
poulains. 3 groupes : Vaccination orale (1ml avec RE1AipdAB, 5°09 a 5°07 CFU) et un groupe
contrble non vacciné. V1 et V2, séparées de 2 semaines. Challenge infectieux a 4 semaines
(voie intra-trachéale, souche 85F). Tous les poulains du groupe contrdle ont développé une
forme sévére de la maladie. 2 poulains vaccinés ont présenté des signes cliniques équivalant a
ceux du groupe contrdle. Les autres poulains vaccinés ont développé une forme « légére » de
la maladie. Les résultats fournis sont limités. Pas d’effet dose réponse.

Vaccin complet inactivé :

Varga et al, Veterinary Microbiology, 1997 (Varga et al. 1997) : deux vaccins inactivés
(inactivation chimique), 1 vaccin combinant R. equi et EHV-2 et un vaccin R. equi seul,
adjuvantés avec des sels d’aluminium. Vaccination des juments gravides 6 et 2 semaines
avant mise bas, immunisation des poulains 3, 5 et 7 semaines apres la naissance. Mesure de
l'impact de la vaccination sur le taux de prévalence naturel de rhodococcose. Elevages A et B
(24 poulains vaccinés avec combo-vaccine, 14 poulains vaccinés avec le vaccin monovalent et
12 contrdles), aucun cas chez les poulains immunisés, 2 cas de rhodococcose et 4 cas
d’infection respiratoire chez les poulains contréles. Elevage C, 15 poulains vaccinés avec le
vaccin monovalent, aucun cas de rhodococcose observé, 11 poulains contrbles avec 2 cas de
rhodococcose. Faible immunogénicité des vaccins utilisés.

Bordin et al, PlosOne 2014 (Bordin et al. 2014) : premiéere tentative d'immunisation avec une
souche R. equi inactivé par radiation (R. equi eBeam) avec ou sans la toxine cholérique (sous
unité B) comme adjuvant. Administration par voie entérale a un age de 2, 9, 16 et 23 jours. 4
groupes, groupe 1 (n=9) et 2 (n=10) immunisés avec des doses décroissantes de R. equi
eBeam (2°10 et 1°11 CFU, respectivement), groupe 3 = poulains contrdles (n=9, saline) et
groupe 4 (n=6) administré avec une souche virulente de R. equi. Des réponses immunitaires
mucosale et a médiation cellulaire ont été mesurées chez les groupes vaccinés. Pas de
challenge infectieux.

Rocha et al, PlosOne 2016 (Rocha et al. 2016) : souche vaccinale de R. equi inactivé par
radiation (R. equi eBeam) et adjuvanté avec la toxine cholérique (sous unité B). 8 poulains
vaccinés par gavage orale a 2, 7 et 14 jours apres la naissance. 4 poulains controles non
vaccinés. Challenge infectieux au 21°™ jour. Le vaccin semble avoir été peu immunogénique.
Les taux de protection contre le développement de pneumonie sont limités et identiques entre
les 2 groupes (12% et 25% pour les groupes vacciné et control, respectivement). Vaccin peu
immunogénique.

Vaccin sous-unitaire :

Prescott et al, Am. J. Vet. Res. 1997 (Prescott et al. 1997) : immunisation intramusculaire
avec un vaccin protéique VapA APTX (protéine associée au plasmide de virulence extrait par
Tryton X). Groupe 1 (vacciné) = 8 juments gravides et poulains, groupe 2 (contréle) = 6
juments gravides et poulains. La vaccination des juments (2 immunisations) et poulains (2
immunisations a un age de 3 et 5 semaines) avec Vap n’a pas induit de protection mais
pourrait avoir entrainé une exacerbation des signes clinigues de la maladie, 4 cas de
rhodococcose dans le groupe vacciné, 1 cas dans le groupe controle.

Bécu et al, Veterinary Microbiology, 1997 (Becu, Polledo, et Gaskin 1997) : étude terrain de
grande ampleur en Argentine. Vaccin sous-unitaire contenant des antigenes solubles de R.
equi (dont VapA). 3 études terrains :
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- Etude terrain 1: entre 700 et 1200 juments vaccinés 45, 30 et 15 jours avant la
parturition, ou 30 et 15 jours seulement. Pas de vaccination des poulains. Mortalité des
poulains associée a R. equi réduite de 3% a 1.2%.

- Etude terrain 2 : vaccination des juments gravides identique a I'étude terrain 1, les
poulains (n=380) ont recu de I'HIP a un age de 4 ou 25 jours. Mortalité des poulains
associée a R. equi réduite de 5.8% a 0.2%.

- Etude terrain 3 : groupe 1 = 33 poulains issues de juments vaccinées, apport d’HIP (a
un age de 4 ou 25 jours). Groupe 2 = 10 poulains issues de juments vaccinées, pas
d’HIP mais vaccination a I'dge de 20, 30 et 40 jours. Groupe 3 = 10 poulains issus de
juments non-vaccinées, pas d’HIP, pas d'immunisation. Pas de protection contre la
mortalité induite par R. equi.

Cauchard et al, Veterinary Microbiology, 2004 (Cauchard et al. 2004) : 3 groupes. Groupe 1
= 24 juments gravides immunisées avec un vaccin protéique (solution purifiée contenant VapA)
adjuvanté par une solution agueuse nanoparticulaire (Montanide IMS 3012). Groupe 2 = 8
juments gravides immunisées avec un vaccin complet inactivé et groupe 3 contréle = 16
juments gravides non immunisées. Suivie des poulains sur une période de 6 mois aprés la
naissance ; aucun cas dans les groupes 1 et 2, 4 cas dans le groupe 3.

Cauchard et al, Int. J. Med. Microbiol., 2006 (Cauchard et al. 2006) : vaccin peptidique (4
peptides VapA de la souche R. equi ATCC 33701) adjuvanté par une solution aqueuse
nanoparticulaire (Montanide IMS 3012), immunisation intramusculaire. Les résultats
démontrent 'immunogénicité de ce vaccin chez le poulain par la mise en évidence d’une
réponse humorale.

Cauchard et al, Veterinary Immunology & Immunpathology, 2014 (Cauchard et al. 2014) :
12 poulains (Agés de 3 semaines). Immunisation avec un cocktail de protéines sécrétées
(ResP : R. equi secreted proteins incluant la cholesterol oxidase, mycolyl transferase 3, et PSP
(probable secreted protein)) adjuvanté avec la solution agqueuse nanoparticulaire (Montanide
IMS 3012) ou un adjuvant polymérique (Montanide PET GEL A). Test d’innocuité avec réaction
inflammatoire augmentée pour le vaccin ResP/PET. Immunogénicité mise en évidence par la
mesure de la réponse immunitaire humorale (profil IgGa). Pas de donnée concernant la
protection.

Stephenson J. Brevet d’invention (US 2015/0023983 A1) (Stephenson 2015) :

- Etude 1/2012: 31 juments gravides immunisées avec un vaccin VapAVapC, VapA ou
VapC (vaccin sous-unitaire) :

v groupe 1: 10 juments gravides (7-9 mois de gestation), immunisation
VapAVapC. Rappel 2 semaines aprés vaccination initiale. Second rappel
effectué dans le mois précédant la mise bas. 2 juments ont regu le rappel dans
les 2 mois précédant la mise bas.

v/ groupe 2 : 11 juments gravides immunisées avec un vaccin VapA, planning de
vaccination de vaccination identique au groupe 1.

v' groupe 3: 10 juments gravides immunisées avec un vaccin VapC, planning de
vaccination identique au groupe 1.

Pour chaque groupe, les poulains issus des juments vaccinées ont recu le méme
vaccin, premiere dose a 6 semaines, les rappels ont été administrés a un age de 8, 12
et 16 semaines. Tous les poulains ont également recu un HIP correspondant (VapA,
VapAVapC, VapC) dans les 24 heures suivant la naissance.

- Etude 2/2011: 30 juments gravides immunisées avec un vaccin VapC (méthode de
vaccination identique a I'étude 1). 30 poulains : groupe 1 de 18 poulains (vaccination a
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un age de 2, 6, 10 et 14 semaines), groupe 2 de 2 poulains (vaccination a 4, 7, 11 et 15
semaines), groupe 3 de 10 poulains (vaccination a 4, 6, 10 et 14 semaines).

Résultats : mesure de la prévalence de rhodococcose au cours des 200 jours suivant la
naissance. Etude 1 : 1 poulain infecté par R. equi. Etude 2 : aucun poulain infecté par
R. equi. Ces résultats sont & comparer a la prévalence de rhodococcose dans un
groupe de 15 poulains non-vaccinés nés en 2010 de juments également non-vaccinés.
11 cas de rhodococcose ont été observés dans ce groupe.

e Lohmann et al, Canadian Journal of Veterinary Research, 2013 (Kaur et al. 2013, Lohmann
et al. 2013) : vaccin recombinant VapA adjuvanté avec du CPG ODN 2395. 8 poulains
immunisés (2 immunisations intra-musculaire a un age d’un et 15 jours), 7 poulains contrdles.
Challenge infectieux intra-bronchial, 2 semaines apres la seconde immunisation. Stimulation
d'une réponse humorale et modification du profil cytokinique au niveau pulmonaire chez le
groupe vacciné (Kaur et al. 2013). Pas de différence entre les 2 groupes en termes de
protection (Lohmann et al. 2013).

4. Vaccin ADN :

e Lopez et al rapportent un premier essai de vaccin ADN-rhodococcose chez des poulains
(Lopez et al. 2003). La premiere immunisation ADN (VapA) a été administrée par voie intra-
nasale et intra-dermale (V1) a 8 ou 15 jours d’age, suivi d’'un rappel vaccinal (ADN, V2) 2
semaines plus tard et d’'un rappel vaccinal de type protéique (protéine VapA recombinante) 30
jours aprés V1. Une séroconversion a été mesurée chez les poulains vaccinés aprés la
troisieme immunisation. La faible réponse du systeme immunitaire des poulains a
l'immunisation ADN est avancée comme un des facteurs qui aurait pu réduire 'immunogénicité
du vaccin (potentielle immaturité des cellules APC présentes chez les jeunes poulains par
rapport aux chevaux adultes, expression potentiellement réduite des récepteurs TLRs et
molécules du CMH de type Il et de co-stimulation a la surface des APC (Pargass et al. 2009).

e En 2007, Mealey et al présentent les résultats d’'une forme dérivée de ce vaccin ADN (Mealey
et al. 2007). Le géne de I'lL-12 (promoteur de la réponse Thl) a été incorporé dans ce vaccin
ADN codant pour VapA afin d’agir comme adjuvant cytokinique. 7 poulains (age <7 jours) ont
été immunisés (voie intra-dermale et intra-trachéale). Une seconde immunisation ADN a lieu 2
semaines plus tard ainsi qu’un rappel protéique VpaA (sans IL12) 30 jours aprés V1. Les
résultats obtenus confirment la faible immunogénicité de ce vaccin ADN chez le poulain. Cette
approche vaccinale présente de nombreux challenges et a ce jour, un seul vaccin ADN a été
enregistré pour utilisation chez I'espéce équine pour 'immunisation contre le virus WNV (West
Nile virus).

5. Perspectives en matiere de comparaison Mycobacterium bovis / Rhodococcus equi

A I'heure actuelle, la protection contre la tuberculose dépend exclusivement de l'utilisation du
vaccin BCG (Bacille de Calmette-Guérin), un vaccin contenant une souche atténuée de
Mycobacterium bovis, utilisé mondialement depuis 1921. Le vaccin BCG protege efficacement les
nouveau-nés mais son efficacité chez les adolescents et adultes est trés variable (de 0% a 80% en
fonction des études épidémiologiques et essais cliniques considérées). Le vaccin BCG est efficace
contre la forme disséminée de la maladie et la méningite tuberculeuse. Toutefois, les taux de
protection contre la forme pulmonaire de la tuberculose, I'infection latente ou sa réactivation sont
limités. La nature intracellulaire de M. tuberculosis joue probablement un réle important dans ces
limitations. Le vaccin BCG induit une réponse de type Thl et stimule une immunité a médiation
cellulaire (la stimulation d’'une réponse lymphocytaire T mesurée par I'ELISPOT IFNy est
considérée comme un corrélat d'immunité induite par le vaccin BCG et également un corrélat
associé a la protection chez les jeunes enfants). En fonction de la forme de la maladie considérée
et/ou I'age des individus vaccinés, cette réponse immunitaire de type cellulaire induite par le vaccin
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BCG semble présenter des limitations en termes de protection. L’importance de la réponse
immunitaire humorale pourrait également étre sous-estimée.

L’'immunité protectrice contre M. tuberculosis implique la stimulation d’une réponse immunitaire a
médiation cellulaire de type Thl et Thl7, avec un role essentiel des lymphocytes T CD4+ et la
synthése d’IFNy et TNFa, un rdle probablement important des lymphocytes T CD8+, des
lymphocytes T v3, des lymphocytes T CD1 restreint et de la synthése d’IL17 et d’'IL2. L’activation
des lymphocytes B et la synthése d’anticorps jouent un réle pour prévenir la dissémination de
'agent pathogéne. Les nouvelles approches vaccinales contre la tuberculose ont pour objectif
d’activer une majorité de ces mécanismes protecteurs. Plusieurs stratégies existent dont
I'amélioration du vaccin BCG avec l'incorporation d’éléments capables d’induire et de renforcer la
réponse immunitaire a médiation cellulaire (BCG + vaccin sous-unitaire protéique adjuvé, ou
stimulation avec un vecteur viral recombinant), 'administration du vaccin BCG par inhalation afin
d’induire une réponse mucosale au niveau pulmonaire (voie d'immunisation similaire a la voie
d’infection ; la stimulation d’'une réponse Th17 au niveau pulmonaire est faible aprés administration
du vaccin BCG par voie intradermique) ou bien le remplacement du vaccin BCG par une souche
inactivée de Mycobacterium tuberculosis. Tout comme pour Rhodococcus equi, une meilleure
caractérisation des corrélats de protection favoriserait le développement de nouveaux vaccins
contre la tuberculose.
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