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Contexte et Objectifs  

La rhodococcose équine est une maladie d’origine bactérienne qui se manifeste généralement par une 
bronchopneumonie pyogranulomateuse associée au développement d'abcès pulmonaires et affecte 
préférentiellement les poulains âgés de 3 semaines à 6 mois. Dans les nombreux élevages concernés, cette 
infection liée à Rhodococcus equi et plus spécifiquement à des souches hébergeant un plasmide de virulence 
contenant le gène vapA (R. equi vapA+) est particulièrement difficile à éradiquer et s’inscrit de manière durable. 
Cette maladie, n’épargne pas la Normandie qui est la première région française d’élevage par le nombre de 
naissances annuelles et elle engendre des pertes économiques importantes liées notamment aux décès des 
animaux et à une réduction du prix de vente des sujets atteints.  

La bactérie excrétée via les fèces des chevaux malades ou porteurs sains contamine le sol où elle persiste (voire 
s’y multiplie si les conditions le permettent) et l’inhalation de particules de poussière en suspension dans l'air et 
porteuses de R. equi est considérée comme la principale voie de transmission conduisant aux infections 
pulmonaires. La pathogénicité de R. equi repose sur sa capacité à survivre et à se multiplier au sein de cellules 
phagocytaires, telles que les macrophages alvéolaires. Cette prolifération intracellulaire conduit à la nécrose 
cellulaire, généralement accompagnée d'une réponse inflammatoire pyogranulomateuse (1). R. equi partage de 
nombreuses caractéristiques avec Mycobacterium tuberculosis, l’agent responsable de la tuberculose : en effet, 
ces deux bactéries font partie des actinomycètes nocardioformes ayant un génome à fort pourcentage en G+C, 
possèdent une paroi cellulaire contenant des acide mycoliques, infectent les macrophages alvéolaires et sont 
capables de s’y multiplier, sont à l’origine de lésions pyogranulomateuses, empêchent la fusion 
phagolysosomale et se répliquent dans le phagosome. Quelques facteurs de virulence de R. equi ont été 
répertoriés, ils incluent la protéine VapA codée par un gène plasmidique. Cette protéine, sécrétée par les 
souches possédant le plasmide en question, est capable d’inhiber la maturation des phagosomes contenant R. 
equi et ainsi de favoriser la survie bactérienne intracellulaire (2, 3). Cependant, les mécanismes contribuant au 
processus de la maladie sont loin d’être entièrement compris.  

A défaut de vaccin disponible, les établissements équestres tentent de minimiser l’impact de cette maladie par 
identification de signes cliniques (incluant la mise en évidence de lésions pulmonaires par échographie) et 
traitement antibiotique. Des outils diagnostiques fiables sont attendus pour prédire l’évolution d’une infection 
afin de réduire l'utilisation d'antimicrobiens et par conséquent le développement ultérieur de la résistance (4). Il 
est en effet important d’appliquer l’antibiothérapie à bon escient c’est-à-dire uniquement à partir d’un stade où 
le développement de la maladie représente un risque pour l’animal (pour limiter l’apparition de souches 
résistantes), mais suffisamment tôt pour éviter l’échec thérapeutique.  

Les Vésicules Extracellulaires (VE) sont libérées par la plupart des types de cellules et interviennent dans la 
communication intercellulaire. Elles incluent les exosomes libérées par la voie endocytaire et les microvésicules 
résultant du bourgeonnement de la membrane plasmique. Des bactéries sont aussi capables de sécréter par 
bourgeonnement des VE. Lors d'une infection bactérienne, le nombre, la taille et le contenu des VE libérées 
peuvent varier (5). Ces VE peuvent avoir un impact sur la pathogenèse et la réponse immunitaire et servir de 
biomarqueurs diagnostiques de la pathogenèse microbienne (6). 
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Le présent projet intitulé ICVERE (Isolement et Caractérisation de Vésicules Extracellulaires pour la 
compréhension de la pathogénie de Rhodococcus equi et le diagnostic de la Rhodococcose Equine) consistera à 
isoler les VE plasmatiques à partir de prélèvements sanguins réalisés sur des poulains sains ou à différents 
stades de la maladie. La pureté, la taille et la concentration de ces VE seront évaluées en utilisant la technologie 
NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), des analyses protéomique et transcriptomique permettront ensuite 
d’identifier les protéines, ARNm et miARN portés par ces VE et l’étude de l’interaction des VE avec des 
macrophages permettra d’évaluer leur capacité à moduler la réponse immunitaire des macrophages. Ces 
travaux ont donc pour finalité d’investiguer le rôle des VE dans le développement de la rhodococcose équine et 
d’apporter des éléments pour envisager leur éventuelle utilisation en tant que biomarqueurs diagnostiques.  

Les travaux envisagés dans ce projet sont particulièrement innovants dans le sens où dans le contexte d’une 
infection à R. equi, aucune étude concernant la caractérisation de VE d’origine eucaryote n’a été publiée. En 
revanche, chez la bactérie M. tuberculosis présentant de nombreux traits communs avec R. equi, il a été montré 
que la concentration en VE du sérum de l’hôte infecté était nettement supérieure à celle des témoins, que ces 
VE portaient des éléments bactériens (glycopeptidolipides, protéines, ARN) et étaient impliquées dans la 
modulation de la réponse immunitaire, la croissance et la survie bactérienne (7-13). Les VE libérés par les 
bactéries peuvent également être impliquées dans de nombreuses fonctions incluant la survie bactérienne, la 
médiation de la pathogenèse et la modulation des réponses immunitaires de l'hôte (pour review : 14). Dans ce 
contexte, Xu et al. (15) ont récemment montré que les VE sécrétées par R. equi étaient capables de médier une 
réponse inflammatoire dans les macrophages et que les protéines de ces VE étaient essentielles à cette réponse 
inflammatoire. Parallèlement, Sanclemente et al. (4) ont montré que l'infection à R. equi altère le lipidome 
plasmatique des poulains. Tous ces éléments suggèrent que l’étude des VE (libérées par les cellules de l’hôte 
et/ou par R. equi) pourrait permettre d’apporter des éléments d’informations sur la pathogénie de cette 
bactérie et d’identifier de potentiels biomarqueurs pour le développement d’outils diagnostiques. 
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Projet détaillé  
 
Ce projet comprend 3 principales actions décrites ci-dessous et résumées sur la figure 1 : 

1. Recrutement des poulains et isolement de Vésicules Extracellulaires : 

Les VE seront isolées à partir de plasma d’une cohorte d’au moins 50 animaux provenant de différents haras et 
incluant des poulains non infectés, des porteurs sains et des poulains malades à différents stades de 
développement de la rhodococcose. Chaque animal fera l’objet d’une analyse bactériologique (recherche de R. 
equi vapA+ (portant le gène plasmidique vapA) et vapA- dans les matières fécales et à partir d’écouvillons 
nasopharyngés) pour distinguer les poulains infectés ou non, d’analyses hématologiques (numération, formule 
sanguine), d’analyses biochimiques (dosage de la protéine Sérum Amyloïde A et du fibrinogène) et 
d’échographie thoracique (permettant la mise en évidence de lésions pulmonaires) pour différencier les 
poulains sains et le stade de développement de la rhodococcose chez les animaux malades.  

Les VE plasmatiques seront isolées par ultracentrifugation. La taille et la concentration des VE seront alors 
déterminées en utilisant la technologie NTA (Nanoparticle Tracking Analysis), cette analyse permettra de 
visualiser la pureté des extractions (absence d’aggrégats protéiques) et d’évaluer s’il existe une corrélation entre 
la taille et/ou la concentration des VE et le statut des animaux. Parallèlement des VE produites par R. equi 
seront extraites à partir de surnageants de cultures bactériennes.  

2. Caractérisation des Vésicules Extracellulaires : 

Les VE ainsi isolées feront ensuite l’objet d’analyses transcriptomiques et protéomiques. Les ARN seront extraits 
à l’aide de kits commerciaux et analysés par une approche globale (séquençage de l’ARN total et des micro-ARN 
puis identification par alignement des séquences au génome équin et à celui de la bactérie R. equi) couplée à 
des vérifications par PCR quantitative. Parallèlement, les protéines extraites à partir des différents échantillons 
de VE feront l’objet d’une digestion par la trypsine de façon à pouvoir les identifier par une approche de 
chromatographie (HPLC) couplée à de la spectrométrie de masse et comparaison des peptides répertoriés aux 
séquences protéiques déduites des génomes équin et bactérien. Pour les protéines d’intérêt, des confirmations 
pourront être réalisées par hybridation de western-blots. Les ARN et protéines identifiés à partir des différents 
échantillons d’VE plasmatiques feront alors l’objet d’une analyse comparative pour mettre en évidence les 
différences liées au statut de l’animal. Parallèlement, le contenu (ARN et protéines) des VE plasmatiques sera 
aussi comparé à celui des VE extraites de surnageant de cultures bactériennes. Des marqueurs d’origine 
eucaryote ou bactérienne pourront alors être sélectionnés pour discriminer les différents types de VE (VE 
d’origine eucaryote ne contenant pas de matériel bactérien, VE d’origine eucaryote contenant du matériel 
bactérien et VE d’origine bactérienne) au sein d’un même échantillon en utilisant la technologie NTA couplée à 
des marquages fluorescents. Parallèlement, des marqueurs susceptibles de pourvoir servir d’outils 
diagnostiques pourront être répertoriés. 

3. Capacité des Vésicules Extracellulaires à moduler la réponse immunitaire des macrophages : 

Les VE (plasmatiques et extraites de surnageants de cultures de R. equi) seront ensuite utilisées pour évaluer 
leur capacité à être absorbées par des macrophages, à entrainer une cytotoxicité des macrophages et à induire 
une modulation de l’expression de cytokines. Pour évaluer la capacité d’absorption par les macrophages, les VE 
seront préalablement marquées à la fluorescence avant d’être mis en présence de macrophages et l’observation 
sera réalisée par microscopie à haute résolution après contre marquage des cellules par une second fluorescent. 
L’effet des VE sur la viabilité des macrophages sera évalué par impédancemétrie à l’aide de la technologie 
xCELLigence. Finalement, la capacité des VE à moduler l’expression de cytokines sera évaluée par dosage 
d’interleukines (IL) et de facteur de nécrose tumorale (TNF) dans le surnageant de cultures de macrophages 
exposés ou non aux VE, à l’aide de kits ELISA et/ou par hybridation de Western-blots. 
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Figure 1 : Représentation schématique des 3 principales actions du projet ICVERE. 

Action 1 : Recrutement des poulains et isolement de Vésicules Extracellulaires  
Action 2 : Caractérisation des Vésicules Extracellulaires  
Action 3 : Capacité des Vésicules Extracellulaires à moduler la réponse immunitaire des macrophages 

 
 
 


