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Introduction

INTRODUCTION

La France est le troiséme pays producteur de petits ruminants de I’'Union européenne derriére
le Royaume-Uni et I'Espagne. Le cheptd ovin frangas se compose denviron 9 millions
danimaux, dont 6,7 millions de femeles reproductrices (mgoritarement des brebis
dlatantes) réparties dans approximativement 50 000 devages. Plus de la maitié des effectifs
de brebis et d' agnelles et locadisée dans 4 régions du sud de la France : le Poitou-Charentes,
I’Aquitaine, la région Midi-Pyrénées et la région Provence-Alpes-Cotes d’'Azur. (Source:
Office de I’ élevage, d apres SCEES, 2004).

Les dépenses liées a I'entretien sanitaire des animaux font partie des frais les plus importants
pour I'deveur de moutons, avec comme contrainte incontournable la gestion du parasitiame
al sen de son troupeau. Les drongyloses gastro-intestindes font partie des troubles
paraditaires le plus souvent rencontrés. L'haemonchose, due au nématode Haemonchus
contortus, en fat patie Ce paraste cosmopolite est trés pathogéne chez les moutons. Sl
n'est pas le nématode mgoritaire en région tempérée, il fait des ravages dans les populations
ovines tropicaes (Aumont et d., 1997 ; Jacquiet, 2000). Haemonchus contortus est un ver
hématophage locdis® dans la callette des petits ruminants. L’anémie résultant de I'infestation
génere des troubles méaboliques conduisant a la non vaeur économique de I'animd voire a
sa mort. Les pertes de production engendrées sont considérables. Elles sont dues autant au
manque a gagner lié a I'animd lui-méme (diminution des performances zootechniques)

qu’ aux dépenses sanitaires déboursaes pour lutter contre ce parasite. (Chermette, 1982)

Actudlement, le contrle de [I'haemonchose et rédisse a l'ade de tratements
anthdminthiques. Toutefois, ce nématode développe des résistances a ces molécules
chimiques, et dans certaines régions du globe, des populaions d'H. contortus sont désormais
résgantes a toutes les classes d'antheminthiques connues. C'est pourquoi il est urgent de
développer des méthodes dternatives a I'emploi de ces molécules de synthese. La mise au
point de vaccins ou I'utilisation de races génétiquement résstantes a ce nématode en font
patie. En effet, des différences de résistance a H. contortus entre races ovines ont é&é
rgpportées a maintes reprises. Mas les mécanismes qui pourraient les expliquer sont ma
connus. L’origine immunitare sous contrble généique et I'une des hypotheses les plus
privilégiées (Woolaston et Baker, 1996a).
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Introduction

Dés lors, la connaissance des mécanismes immunitaires innés ou adaptatifs impliqués dans la
régulation des populations du parasite et une éape prédiminare essentidle. Plusieurs éudes
se sont d§a attachées a décrire les séguences de la réponse immunitaire concernant I’ activité
des anticorps ou des effecteurs cdlulaires contre H. contortus, mais les questions non résolues
sont encore nombreuses (Gill et a., 1992, 1993b, 2000; Schdlig, 2000 ; Miller et Horohov,
2006).

Dans nos travaux, nous avons choid de nous intéresser aux immunoglobulines G systémiques
mises en évidence lors d'infestation par H. contortus, en comparant leur production et leurs
roles entre deux races ovines, |’une réputée senshle au paradte: la race INRA 41, et |'autre
connue pour ére résistante: le Barbados Black Belly (Aumont et d., 2003 ; Gruner et d.,
2003). Nos objectifs ont d abord été de décrire et de comparer entre les deux races la réponse
IgG systémique contre deux antigenes paradtaires (produits d excrétion-sécrétion de vers
adultes et extrats somatiques de laves Liz) en titrages ELISA lors dinfedtations
expérimentdes. Enguite, les parametres liés aux traits de vie d'H. contortus ont é&é anayses.
Enfin, I'andyse des corrdations entre réponse anticorps € paramétres parasitologiques a éé
effectuée afin de préciser I'implication des 1gG dans la réponse immunitaire contre le paradte
chez lesINRA 401 et les Barbados Black Belly.

13



Contexte bibliographique

CHAPITRE |: CONTEXTE BIBLIOGRAPHIQUE

|. GENERALITES SUR HAEMONCHUS CONTORTUS

A. Classification des Trichostrongles gastr o-intestinaux des ovins
La classfication des Trichostrongles a été établie par Durette- Desset et Chabaud (1993) :

Phylum Nématheminthes
Classe Nématodes
Sous-Classe  Secernentea

Ordre Strongylida
Sous-Ordre  Trichostrongylina
Super-Famille Trichostrongyloidea
Famille Trichostrongylidae

La mgorité des drongles gadtro-intestinaux des ruminants appatient a la famille des
Trichostrongylidae, subdiviste en quatre sous-familles (Haemonchinae, Trichostrongylinee,
Ogertagiinae et Cooperiinae). Parmi les Haemonchinae, le genre Haemonchus, qui paradite la
callette des ruminants, comprend 10 espéces, mais saules 4 dentre dles parasitent les
ruminants domestiques (Jacquiet, 2000).

- Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803) chez les ovins et caprins

- Haemonchus similis (Travassos, 1914) chez les bovins

- Haemonchus placei (Place, 1893) chez lesbovins

- Haemonchus longistipes (Raillet et Henry, 1909) chez les dromadaires

Seul Haemonchus contortus est cosmopolite, les 3 autres espéces ne se rencontrant pas en

Europe.
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Contexte bibliographique

B. Caractéristiques mor phologiques d’ Haemonchus contortus

Les adultes sont facilement identifiables par leur locdisation spécifique dans la callette des
ovins, leur grande taille (15 a 35 mm de long sur 04 a 0,6 mm de large) e une coloration
brun-roste uniforme due a I’hématophagie. Leur extrémité antérieure possede des papilles
céphaliques bien développées et et condituée d'une ébauche de capsule buccae conique
renfermant une petite lancette. Cette lancette est en fait une dent vedtigide perforante dont les
parasites se dotent juste avant leur derniére mue, dle leur permet d'atteindre la lumiere des
capillaires sanguins de lamuqueuse.

- la femelle: ses 2 cordons génitaux blancs spirdés Senroulent autour du tube
digestif rougeétre («vers mirliton»). La vulve, locdisée au quart de la longueur du corps en

avant de |’ extrémité caudale, est en générd surmontée d’ une languette supra-vulvaire.

- le male: plus petit que la femelle, sa bourse copulatrice est formée de 2 grands
lobes latéraux et d'un petit lobe dorsd asymétrique bardé de 2 spicules (0,5 mm) et soutenu
par uneclteenY. (Bussiéras et Chermette, 1991 ; Bowman, 1999 ; Urquhart et al., 1996b)

Photo 1: H. contortus adultes sur la muqueuse d'une Photo 2: Extrémitéantérieured' H.

caillette de mouton. ( http//www.smo.uhi.ac.uk) contortus munied'unelancette

(G JA. Van Wyk)
(http://www.wormboss.com.au/LivePage.aspx
?pagel d=437)

-

Photo 5: Papille cervical

Photo 4 : Bourse copulatrice du

Photo 3: Vulvedu vers male (Pr. L. de Vos, OBiodic 2003). (Pr. L. de Vos, OBiodic 2003).
femelle (OMérial 2001) (http://www.ulb.ac.be/sciences/biodic (http://www.ulb.ac.be/sciences/bio
(http://au.merial.com/pr /ImNematodes.html) dic/lmNematodes.html)
oducers/sheep/disease/h

aemo.html)
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Contexte bibliographique

C. Cycle évolutif d’Haemonchus contortus

Haemonchus contortus a un cyde évolutif monoxene (absence d'héte intermédiaire) a deux
phases. Une phase libre dans le milieu extérieur ou phase externe e une phase parasitaire chez

I’ hdte ou phase interne.

La phase libre débute avec I'dimination d'oaufs pondus par les vers femdles dans les

matieres fécdes de I'héte. Leur température optimae de développement est comprise entre
20 et 30°C. Par contre, ils ne se développent pas lorsque la température est inférieure a 9°C
(Chermette, 1982). Ces caufs éclosent et donnent des larves Ly qui muent en larves L. Ces
deux premiers stades se nourrissent de matiéres organiques et de micro-organismes des
matiéres fécades. lls sont peu résgants dans le milieu extérieur ce qui explique un taux de
mortdité tres devé. Les larves L, évoluent ensuite en larves infestantes Lz au cours d'une
deuxiéme mue incompléte car la larve reste engainée dans la gaine ou exuvie de Ly. Les larves
de sade 3 sont tres résstantes dans I'environnement puisqu'eles sont protégées par leur
exwie. Elles peuvent ans survivre pluseurs mois sur une péure grace a leurs réserves
lipidiques. Ces larves de troiseme stade condituent le stade infestant. L’évolution & la survie
des stades libres sont directement dépendants des conditions climatiques : des températures
comprises entre 25° et 30°C & une forte humidité leur sont trés favorables tandis que des

températures supérieures a40°C et la déshydratation les tuent rapidement.

La phase parasitaire débute quand les larves Lz sont ingérées par |'héte. Ces larves vont

perdre leur exuvie lors du passage dans le rumen, puis dles vont sgourner pluseurs jours
dans les sacs glandulaires abomasaux ou dles muent en larves L. A ce stade, il est fréquent
gue les larves Senkysent dans la muqueuse digestive et retardent leur développement
(phénomene d «hypobiose larvaire» ou de «développement retardé» des larves). Puis dles
regagnent la lumiere de l'organe. Une deniéle mue permetira ensuite aux laves Ly
d ateindre le stade juvénile (pafois appeé stade 5) puis adulte. Apres fécondation, les
femelles pondent des caufs qui sont excréés dans les matieres fécdes de I'hbte et deviennent
une nouvele source de contamination du péturage. La durée comprise entre I'ingestion des
larves infestantes et la ponte par des femeles se définit comme la période prépatente: en
I’absence d’hypobiose au dade L4, cdle-ci et d'environ 3 semanes. (Jacquiet, 2000 ;
Bowman, 1999).
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PHASE PARASITAIRE
» 21 jours

adultes males
et femelles

juvéniles

v

larves L3 4— larvesl, 4— larvesl; 4— oeufsdanslesféceés
infestantes

PHASE LIBRE DANSL'ENVIRONNEMENT
» 7 jours

Figure 1 : Cycle évolutif d' Haemonchus contortus chez lesovins

D. Répartition geographique et capacités adaptatives

Haemonchus contortus est un nématode cosmopolite. 1l et présent dans les régions tempérées
froides comme dans les régions tropicaes humides ou arides. Les capacités adaptatives de ce
parasite sont donc importantes et diverses:

- forte pralificité des femelles par rapport aux autres especes de srongles, avec en
moyenne une production de 5000-7000 caufs par jour et par femelle (Coyne et d., 1991).
Cette caractéristique permet de contrebaancer la mortaité des caufs excrétés dans les matieres
fécales (Jacquiet et d., 1995 ; Jacquiet, 2000).

- hypobiose larvaire au stade 4 dans la muqueuse de la caillette, I'espéce peut aing
aurvivre pendant la saison hogtile. Ce phénoméne et moins marqué en Europe tempérée &
N’ existe pas en climat tropical humide (Cabaret, 1977).

- longue survie des adultes, qui vont ensemencer abondamment les péturages pendant la
saison favorable (Jacquiet et a., 1995 ; Jacquiet, 2000).
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1. L’HAEMONCHOSE OVINE

A. Epidémiologie

En France méropolitaine, I'haemonchose nest pas la plus fréguente des strongyloses
digedtives, les populations de larves infestantes L d'H. contortus sont peu nombreuses par
rapport a dautres genres de strongles gastro-intestinaux tdls Ostertagia et Trichostrongylus.
Sa prévaence est inférieure & 10% chez les chévres latiéres en Poitou-Charentes (Chartier et
Reche, 1992) et il en est de méme pour les ovins viande du centre de la France (Cabaret et d.,
2002). Cependant, la Guadeloupe et la Martinique sont beaucoup plus séverement touchées.
Dans la zone Caraibe, I’haemonchose est la parasitose digestive majeure des petits ruminants.
Sa prévdence varie entre 80 et 100% et I'gpparition de résdances dues a |I'utilisation
fréguente d’ antheminthiques en complique le contréle (Aumont et d., 1997).

H. contortus et présent sur tous les continents: 37% des troupeaux suédois sont atteints,
méme a des latitudes proches du cercle polaire (Lindquist et d., 2001) et il fait par exemple
partie des nématodes gastro-intestinaux dominants de la pampa argentine (Suarez et Busetti,
1995), de la Mdaise (Dorny et d., 1995) mais auss de I'Audrdie, de la Nouvele Zdande
(Vlassof et al., 2001) et dk trés nombreux pays d Afrique avec entre autres, une prévaence de
90% au Niger et au Kenya (Nwosu et d., 1996; Gatongi et a., 1998).

Sur le teritoire francais méropolitain, cest en avril-ma que le nombre de larves infestantes
L3 e le plus réduit voire nul. La nouvele génération de L3 est assurée par la présence de
brebis ou d'agneaux sur le péurage (Mage, 1991). En effet, I'infestation des brebis au début
du printemps génére une forte proportion de Ls en fin de printemps. Les agneaux qui péaturent
avec leurs meres recyclent dors tres fortement les parasites (Dorchies et d., 2003).

Mais I’haemonchose survient souvent en début et en cours d éé et dépend de la nécessaire
association chdeur — humidité (température extérieure > 20°C ; pluies, orages) : cette maadie
condtitue un risque maeur avec des mortalités brutaes possbles (Alzieu et d., 2004). C'est
de juin a septembre que les larves Lz sont en plus grand nombre sur les prairies, avec une
évolution qui peut ére tres rgpide (3 a 4 jours en conditions climaiques optimaes). Ceci
explique |’ gpparition brutale et imprévisble de lamaadie (Mage, 1991).

D’'autre pat, une enquéte rédisée en Ariege et dans les Pyrénées-Atlantiques (Jacquiet et d.,
2004) montre que c'est a I'automne que le parasite et le plus présent dans les caillettes des

ovins. De grandes variabilités exigent en fonction des saisons mas auss e surtout en
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fonction des exploitations. Les facteurs qui peuvent expliquer ces disparités sont discutés
(densité des brebis a I'hectare, résstance aux benzimidazoles, nature des sols, conduite

d élevage et composante génétique des animaux).

B. Symptomes

Les agneaux a I’herbe sont en générd les premiers atteints dans le troupeau du fat de leur
plus grande senghilité a I'infestation. Les brebis en mauvais éat corpord ou venant d dlaiter
sont une autre catégorie d'animaux sensbles. Les brebis vides ou en gestation, mais en bon
éat corpord, sont moins exposées. Il et donc possble quil Ny at pas de manifetation
dinique sur toutes les brebis (Mage, 1991).

L’essentiel du pouvoir pathogéene d'H. contortus est di & son mode de nutrition hématophage
qui provoque un syndrome d anémie sévere. Chaque vers spolie environ 0,05 ml de sang par
jour. Un petit ruminant infesté par 5000 H. contortus peut donc perdre jusqu'a 250 ml de
sang/jour (Urquhart et al., 1996b). Cette spoliation est consdéable car a I'hématophagie
sSgoute I'action de Serétions anticoagulantes qui entrainent une petite hémorragie au point
de fixaion du vers pendant 5 a 10 minutes, dors que cdui-cd et dga fixé alleurs
(Chermette, 1982).

La perturbation des fonctions digestives adbomasdes (modification de la perméabilité de la
mugueuse, dtération des fonctions secrétoires, troubles de la motricité et du débit abomaso-
duodénd) et a I'origine d'une réduction de la dégradation des protéines adimentaires e d'une
maabsorption qui peuvent favoriser la survenue dinfections secondaires par modification de
laflore bactérienne (Chermette, 1982; Bueno, 1982).

L’ haemonchose ovine est connue sous trois formes :

= Haemonchose suraigué : peu fréequente, dle ext liée a des infestations massves avec plus
de 30 000 vers, chez des animaux apparemment en bonne santé. lls meurent de fagcon
subite d’ une gadtrite hémorragique sévere.

= Haemonchose aigué : forme typique, ele se caractérise par une anémie avec chute
progressve e savére de I’hématocrite, survenant généralement deux semaines environ
gorés I'infetation. Dans les semaines qui suivent, |’hématocrite se gabilise a bas niveau.

Cependant, la fuite continuelle de fer et de protéines dans le tractus digedtif, and que la
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base de digedibilitt des diments, affablissent I'animd. D’autre pat, magré une
dimulation compensatrice de | érythropoiese, la modle osseuse est rapidement dépassée
et I'hématocrite chute jusqu’alamort del’animal.

Tableau 1: Tableau clinique d'une forme aigué d'haemonchose (Cher mette, 1982)

Symptémes . - .
genérax Faiblesse, essoufflement, amaigrissement, perte delaine
Symptémes Paeur sévere des muqueuses (oculare, buccae, vulvaire), oalémes
locaux en régions déclives (« signe de la bouteille »)
Paramé Anémie hypochrome et microcytaire, avec chute dela
ametres ! . ) R o
hématologicues ognoentra.tl on en hémoglobine (30 a 50%), hyposidérémie,
hématocrite entre 10 et 20%
Vaiale : - fatde en 1-6 semaines chez les animaux les plusfables
Evolution - amdioration temporaire gréce alaréponse immunitaire
- mort des agneaux par agaactie des méres

Haemonchose chronique : la plus répandue. A I'origine des pertes économiques les plus
importantes en raison d'une morbidité devée, dle apparait de facon discréte et insdieuse,
et aboutit & une dégradation de I'état généra rgppelant la manutrition. L’anémie n'est
générdement décdable que par dosages des paramétres sanguins. Les signes cliniques
sont des retards de croissance, une diminution de la production latiére, un
amaigrissement, des toisons de mauvaise qudité, parfois des troubles de la fécondité voire

des avortements en fin d' évolution. Lamort peut survenir en 2 a6 mois.

Photo 6: Oedéme de l'‘auge di0 a
I"haemonchose aigué ou "signe de la

bouteille’ = bottle jaw)
(http//www.danekecl ublambs.com)
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C. Lésons

- Carcasse : cachexie et anémie diffuse.

- Calllette: lésons inflammatoires de la paroi telles que congestion, hypersécrétion de mucus,
épaissssement de la muqueuse e ogdeme de la sous-muqueuse. On peut noter la présence de
foyers hémorragiques plus ou moins confluents, aind que des ulceres, qui correspondent aux
points de fixation des vers et aux hémorragies qu'ils provoquent lorsgu’ils se détachent. De
petits nodules blanchétres (1 a 2 mm de diametre) peuvent traduire la présence de larves
enkystées. S I'autopsie est précoce post-mortem, il et possible d' observer des vers adultes
vivants et tres mobiles (Mage, 1991; Brard et Chartier, 1997).

D. Diagnostic

= diagnogtic épidémio-clinique : en devage ovin, |'apparition entre juin e septembre de
sgnes diniques comme I'anémie, I'cademe sous-glossien, la perte d' appétit, la prostration
asociés a de la mortdité, sont des signes d'gppel de |I’haemonchose. Les agneaux sont
atteints avant les adultes,

= diagnostic nécropsique : lorsgque I'on et en présence de mortdité, le recours a |’ autopsie
est d'un grand intérét. Elle doit ére pratiquée le plus tot possible gores la mort. L’examen
de la callette permet la mise en évidence des parastes e des lésons caractéristiques

(congestion exsudative et foyers hémorragiques sur la muqueuse abomasae).

= diagnostic delaboratoire :

- la coproscopie: cette méhode permet la mise en évidence des caufs d'H.
contortus et leur numération exprimée en nombre d casfs par gramme de fécés (0.p.g.). Deux
méhodes quantitatives sont utilisées: la méhode d enrichissement par flottation en lame de
Mac Master e la méhode denrichissement par flottation en Ovassay. La méthode de
Baermann peut étre utilisée pour rechercher les larves apres évolution en coproculture.

- la coproculture: ce procédé condgte a fare évoluer les ocasfs récoltés dans les
féces en larves infestantes qui permettent ensuite I'identification du parasite. 1l faut que les
féces soient suffisamment parasitées, préevées sur pluseurs animaux et en quantité assez
importante (Brard et Chartier, 1997).
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I1l. LALUTTE CHIMIQUE CONTRE HAEMONCHUS CONTORTUS

A. Lesanthelminthiques et leurs modes d’action

L'utilisation des anthedminthiques permet d'avoir une action sur la phase paradtare. Ce
moyen de contrfle et actudlement le plus répandu chez les deveurs. Il exige trois grandes
familles de molécules antheminthiques efficaces contre les srongles gastro-intestinaux  des
ovins les benzimidazoles, les imidazothiazoles e les lactones macrocydiques, auxques
s goute lafamille des sdicylanilides actifs contre les strongles hématophages.

» Les benzimidazoles et pro-benzimidazoles agissent spécifiquement par fixation sur la b-
tubuline & en inhibant la formation des microtubules du cytosqueette sans dtérer ceux
de I'h6te (Martin, 1997). lls induisent des lésons des cdlules intetindes et donc un arré
de I'dimentation des vers. Toute multiplication cdlulaire é&ant bloguée, la ponte est
aréée. En réponse a une solubilité limitée dans l'eau et & une absorption médiocre des
benzimidazoles, différentes prodrogues ont été éaborées dont le fébantd et le nétobimin.

» Le lévamisole (famille des imidazothiazoles) agit Sdectivement comme agoniste des
récepteurs nicotiniques de [l'acéylcholine au niveau des syngpses des cdlules
musculaires des nématodes. |ls induisent une dépolarisstion membranaire aboutissant a
une contraction musculaire par ouverture des canaux a ions non spécifiques, permeégbles
au Na" et au K'. Il en résulte donc une pardysie spagtique |éae pour le parasite (Martin,
1997; Kohler, 2001). Cette molécule n’a par contre aucun effet sur leslarvesinhibées.

» Les salicylanilides (closantd) et les phénols halogénés (nitroxinil) sont actifs contre les
strongles hématophages. Ce sont des ionophores de protons découplant spécifiquement la
phosphorylation oxydative des mitochondries des parasites. Les systémes enzymatiques
sont perturbés, ce qui entraine une déplétion énergétique (Martin, 1997).

» Les lactones macrocycliques comprennent les avermectines (ivermectine et doramectine)
et les milbémycines (moxidecting). Elles provoquent une pardysie du parasite liée a une
augmentation de la perméabilité des cdlules musculaires aux ions chlorures. Ces ions
entrainent une pardyse flasque des muscles somatiques des vers e inhibent I'ingestion
dimentaire par blocage du muscle pharyngé. L’effet thérapeutique sdectif sexplique par
une action sur les canaux a ions GluCl qui sont présents chez les nématodes parasites

mais pas chez les animaux a sang chaud (Martin, 1997).
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Tableau 2: Principaux anthelminthiques actifs chez les ovins, noms déposés, posol ogies recommandées et
tempsd'attente a respecter. (Source: Dictionnaire des médicaments vétérinaires, 13éme édition, 2005)

Posologie Tempsd' attente
Famille Molécule Noms déposés recommandeée et _ Viande
voe Lait | et abats
d’administration (jours)
ACtlfugeObBilslt lrj]t;cn%Val bazenO, 38475 mgkg o
Albendazole MediamixV/Disthelmo, selon Ie\j grodwts interdit
RumifugeO, ProftrilO
Benzimidazoles | Fenbendazole | PanacurO, MediamixV FenbenO 5mgkg VO nul 8
Oxfendazole Oxfenilo 5 mg/kg VO nul 14
SynanthicO
Thiabendazole NémapanO 50mg/kg VO 6 traites 14
Pro Fébantel RintaO 5mgkg VO nul 10
benzimidazoles - . : .
2! Nétobimin HapadexO 75mgkg VO interdit 10
AnthelminticideO, BiaminthicO,
CapizolO, ClémiverO,
IvecideO, LévamisoleO, 3
LévanolO, LévisolO, .
LobiaversO, NémisolO, 5a10mgkg —
. . ) il > VO ouinjectable intercit
Imidazothiazoles | Lévamisole NiratilO, PolystrongleO :
- - selon les produits
Iména-LO, SpectrilO 14
ParsifalO 28
RipercolO 2 traites 3
SupavermO (association de
Salicylanilides Closantel closantel et mébendazole) 10mgkg VO interdit 28
SeponverO
Phénol halogéné Nitroxinil DovenixO 10 mg/kg SC interdit 45
Doramectine DectomaxO 0.2mgkg IM 70
Ivermectine EcoO, QualimecO 42
0.2 mglkg SC
L actones Ivermectine : : '
macrocycliques IvomecO interdit 28
OramecO 0.2mgkg VO 3
0.2 mg/kg
Moxidectine CydectineO VO 14
ou SC 52

Légende : VO : voieorale, SC: sous-cutanée, IM : intra-musculaire
Interdit : moléculesinterdites chez les brebislaitiéres dont lelait est destiné ala consommation humaine
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B. Larésistance aux anthelminthiques
1. Déinitions

Pendant de nombreuses années, la lutte contre les hdminthes des petits ruminants ayant
consgé a utiliser des antiparadtaires de facon systématique et réguliere, des souches de
srongles gastro-intestinaux résstants sont apparues. Ce phénoméne a tendance a se
développer et a s éendre a toutes les classes connues d anthelminthiques, pour la plupart des
nématodes des petits ruminants.

«Une population chimiorésstante et une population de parasites ayant génétiquement acquis
la capacité de résister a des concentrations d antiparasitaires habituellement |é&ales pour des
individus de cette espece» (définition de I'OMS). Cest donc un phénomene évolutif qui
résulte d'une sdection généique. Les individus résstants, préexistants et peu nombreux, sont
favorisés par une pression de sélection exercée par I’ emploi d’ antiparaditaires.

Pluseurs types de résistance sont décrits sdon les capacités des paradites a résister a une
substance unique (résistance smple), a un groupe de substances ayant le méme mode d'action
(résgance de famille, la plus fréquente), ou a un ensemble de composés qui ont des modes
d action différents (résistance multiple) (Beugnet et Kerboeuf, 1997).

2. Prévaence de larésstance aux anthdminthiques

Les populations de parasites chimiorésstants sont d'abord apparues dans les pays tropicaux
ou dles ont pris une importance conddérable, le climat favorable et |I'utilisation fréquente
d anthelminthiques ayant précipité le phénoméne.

Concernant Haemonchus contortus chez le mouton, des résistances multiples sont présentes a
travers le monde: Audrdie (benzimidezoles, |évamisole, ivermecting closantd), Amérique
du Nord (benzimidazoles, lévamisole) e du Sud (benzimidazoles, ivermectines) (Bjarn,
1994). Ces rédgances sont auss largement répandues en Afrigue du Sud, certaines
populations d’'H. contortus éant devenues multirésstantes e ne pouvant plus ére maitrisées
par la voie chimique (Van Wyk et d., 1999). Le continent européen rest pas épargné méme
s l'on consdere que la résstance y et moindre. Les résdstances se cantonnent aux
benzimidazoles e ont notamment é&é détectées en Grande-Bretagne, Suisse, Pays-Bas,
Begique, Allemagne e Suéde (Bjarn, 1994). En France, la résstance d'H. contortus aux
benzimidazoles chez le mouton et bien rédle, méme S dle ext difficile & edimer en raison du
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fable nombre denquétes rédistes. Elle a &é mise en évidence dans le VA de Loire
(Kerboeuf et d., 1988), le Limousn (Hubert et d., 1991), I'ouest lyonnais (Beugnet, 1992) et
les Deux- Sevres (Chartier et a., 1998).

Bien entendu, le phénoméne de résistance séend a d'autres parasites de différentes especes
danimaux de rente. Toutefois, les petits ruminants sont le plus séverement touchés, avec en
plusd H. contortus, Teladorsagia sp., Trichostrongylus sp. e Nematodirus sp., résistants
maoritarement aux benzimidazoles mas auss aux lévamisole, pyrantd e morantd, and
gu' al’ivermectine et la moxidectine (Sangster, 2001).

3. Emergence de la résistance

Les mécanismes de SHection & de diffuson de la réSstance sont complexes e vaiés
(Jacquiet, 2004 ; Beugnet et Kerboeuf, 1997) :

» le mode d'élevage: les jeunes contaminés au péurage recyclent massvement et
rgpidement les larves infestantes. L'intendté de la presson paadtare et donc
augmentée et les deveurstraitent plus souvent leurs animaux.

» lintroduction de dstrongles résistants dans I'devage: lors d'achat, de péturage
commun a pluseurs devages ou lors de la conditution d'un troupeau avec sdection
d animaux porteurs de vers rés stants.

» I'adminigtration d’antheminthiques:

- I'usage fréquent & a intervales rgpprochés du méme type de molécule augmente
la presson de Sdection. Le risque maxima est représenté par une utilisation égde a la période
prépatente des parasites, chaque génération éant soumise a un traitement. Le phénomene est
d autant plus accru dans le cadre de I’ utilisation de diffuseurs intra-ruminaux.

- le sous-dosage, surtout Sil et systématique et appliqué sur une longue période,
permet la survie d' individus hétérozygotes portant un adléle de résistance.

- les traitements s averent risqués quand la population de nématodes Stuée dans un
«refuge» e minime. Une fraction de la population es dans un refuge quand ele nNest pas
accesshle a I'antiparasitaire (stades libres sur le péturage, larves L4 chez I'héte). Plus cette
population est faible, plus la contribution des dléles de résstances a la génération suivante

Seraimportante.
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4. Conduite atenir

Apres déection d'un phénoméne de chimiorésistance, il convient denvisager I'application
d un certain nombre de mesures (Jacquiet, 2004 ; Beugnet et Kerboeuf, 1997) :

» Mesures offensives: utlisaion dun produit dternatif ou dune associaion

d antiparagitaires.

» Mesuresdéfensives:

- eviter I'introduction de némaodes résdants en traitant les animaux avec plus d'un type
d antheminthiques lors d’ achat

- administrer une posologie adaptée

- dffectuer les tratements avec une fréguence minimae, notamment en développant des
mesures zootechniques e agronomiques (conduite du troupeau par classes d' ége, gestion des
paturages)

- traiter ades périodes oul I’infestation est maximae

- fare une rotation lente (annuelle) des antiparagitaires

- préserver un «refuge » pour les parasites sensbles dans la population d heminthes (ex. :

consarvation d animaux non traités au sein du troupesv)

Aing, depuis quelques années, I'emploi presque exclusf de la chimiothérapie dans la lutte
contre les strongles gadtro-intestinaux et remis en question. L’apparition a I'échdle mondide
de résdances aux antiparaditares se révde inquiétante De plus, la légidation sur les
médicaments, notamment en matiere d AMM, de déla d attente lait et de connaissances des
LMR, font que de hombreuses molécules ont disparu du marché (Rehby, 2004). Le nombre de
familles chimiques utilissbles et donc limité e le sera de plus en plus a cause du colt de
développement de nouveaux antiparasitaires pour les laboratoires (Beugnet et Kerboeuf,
1997). A cela s goute la préoccupation croissante du public et des consommateurs vis a vis de
I'usage de subgtances chimiques en agriculture et de leur impact sur I'environnement (Hoste
et Chartier, 1997). Il et donc fondamental de se préoccuper du développement de méthodes

dterndives ala chimiothérgpie en matiére de utte contre les heminthes.
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V. METHODESALTERNATIVESDE LUTTE CONTRE LESSTRONGLES
GASTRO-INTESTINAUX

Les principaux axes de lutte contre les strongles gastro-intestinaux chez les ovins sont les
uivan :
»  Eliminer les srongles gadtro-intestinaux par I’emploi raisonné des anthedminthiques
» Tarir les sources de contamination : - gestion raisonnée des péturages
- champignons nématophages
» Augmenter larésgtance del’hdte: - rolesdel’dimentation
- vaccindion
- SAection de races génétiquement résistantes

Les dternatives ala chimiothérapie concernent donc les deuxiéme et troiseme points.

A. Tarir les sources de contamination

L’ objectif genérd est de minimiser e contact entre animaux sensibles et larves infestantes.

1. Lagestion raisonnée des paturages

> Le péurage mixte ou dterneé, entre especes différentes (petits ruminants et bovins ou
petits ruminants et chevaux) contribue a «diluer » le caractére infestant d'une parcelle.
La gpécificité reativement éroite des nématodes pour chague hote explique la
décontamination des pétures (Hoste et ., 2003).

» La mise au repos prolongé des parcelles, ansd que le retournement par labour permettent,
Sils sont bien conduits, un assainissement des terres (Hoste et d., 2004).

2. Les champignons nématophages

Les spores de certains champignons microscopiques, notamment Duddingtonia flagrans, ont
la capacité de survivre gprés passage dans le tube digestif des ruminants, de germer dans leurs
fécés e de piéger les larves infestantes dans un réseau collant de filaments mycéliens (Larsen
et al., 1998). Ces spores pourraient donc a |'avenir ére distribuées dans I'dimentation des
animaux, mas leur utilisation fat encore patie du domaine exp&imentd. De la méme
maniére, les capacités nématophages du champignon Arthrobotrys cladodes var. macroides

ont récemment &é mises en évidence, plus paticuliérement envers Haemonchus contortus
(Edami et d., 2005).

27



Contexte bibliographique

B. Augmenter larésistance del’ héte

1. L’influence de!l’dimentation

» Les tannins condensés de certaines plantes induiraient une réduction de I'excrétion fécde
des ocaffs de paradtes e, dans une moindre mesure, une réduction du nombre de vers
inddlés et de la fetilité des femdles. Toutefois, les résultats obtenus sont trés variables
en fonction des plantes, des espéces d' hbtes et de parasites considérées (Hoste et 4.,
2004).

» L'infesation par les nématodes gadtro-intestinaux provoque une réduction de la prise
dimentare des animaux, une perturbation de la digetion et de I'assmilation des
nutriments avec des conséguences néfastes sur le métabolisme protéique (Coop et
Holmes, 1996). La supplémentation en protéines serait capable d augmenter la résilience

et larésistance des moutons a ce type d' infestation parasitaire (Louvandini et d., 2006).

2. Lavaccination

La vaccinaion contre Haemonchus contortus a fait I'objet de nombreuses éudes et certains
antigenes potentidlement  protecteurs sont  ayjourd’hui  bien caractérisés. Deux grandes
catégories d' antigenes peuvent étre utilisées comme antigenes vaccinaux (Schdlig, 2000) :

- les antigénes naturels : de nombreux essais aux conclusions variées ont éé menés avec des
larves irradiées (Urquhart et d., 1996a; Smith et Chrigtie, 1978), des extraits somatiques du
paraste a différents stades de vie (Jacobs et a., 1999 ; Dominguez-Torano et a., 2000), ou
avec des enzymes protéolytiques et autres produits d’ excrétionsécrétion de vers adultes ou de
larves (Schdlig et d., 1997 ; Vervelde et d. 2002).

- les antigenes dits «cachés» : (Newton e Munn, 1999 ; Munn et al., 1997 ; Geldhof et d.,
2005). Les réaultats les plus encourageants ont éé obtenus avec I'utilisation de ces antigenes
cachés correspondant le plus souvent a des protéines du tractus digestif du paraste avec
lesquelles le systeme immunitaire de I'hdte n'est pas directement en contact : ces protéines
cibles sont exposées aux anticorps produits par la vaccination quand le parasite avade son
repas sanguin, ce qui provoquerait I'arét de la digestion du parasite (Smith, 1993). Mais a
I'heure actudle, aucun vaccin commercidisable na vu le jour en raison notamment des
difficultés d' obtention a large échelle de ces antigenes et du colt de leur production, soit sous

forme native, soit sous forme de proté nes recombinantes (Knox et d., 2003).
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3. Las8ection de larésistance aux nématodes gastro-intesti naux

L'utilisstion d'animaux genétiquement Sdectionnés pour leur réssance aux infedations
parastares offre la posshilité de réduire I'utilisstion des anthdminthiques et de freiner la

diffuson de la chimiorésistance au sein des populations de nématodes.
a) Définitions

La résistance des ovins aux nématodes gastro-intestinaux se définit comme le développement
et le maintien des réponses immunitaires induites par I’héte pour empécher I'implantation des
paragites et/ou provoquer I’ expulsion des paradites dgaimplantés.

La résilience indique I’ aptitude de I'héte & maintenir un niveau de production acceptable sous
I'effet du paradtisme. Dans ce cas, les péturages sont soumis a une contamination continue
puisque les animaux n'ont aucun contrfle sur la production des caufs de parasites (Lahouw
Kass et d., 1994).

b) Lesbasesdelarésistance

Depuis les années 30, de nombreuses publications ont fait éat de I'existence d'une importante
vaiation de la résgtance vis a vis des strongles gastro-intestinaux, entre les races de moutons,
a l'intérieur d'une race ou au sein d'une méme population ovine. En effet, les heminthes se
répatissent dans une population d'hotes sdon une digribution qui suit une loi binomide
négative . une fable proportion d'animaux héberge la mgorité de la population parasitaire
tandis que la plupart des hotes hébergent peu de parasites (Barger, 1985; Gruner, 1991 ;
Kassai et Sréter, 1992). Cette variabilité trouve son origine en patie dans la différence de
réponse immunitaire face aux infesaions. Le déerminisme de cette différence et génétique.
Les animaux résstants ont la capacité de mettre en place une réponse immunitaire plus rapide
(LahlowrKass et d., 1994). La résstance semble donc indissociable de la réponse
immunitaire mise en jeu lors dinfesations paradtares. Ceci expliquerat que les ovins
adultes ou &gés répondent plus efficacement et plus rapidement aux infestations paradtares
gue les jeunes animaux (Gruner, 1991 ; Douch et Morum, 1993).
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c) Lesracesrésistantes aux strongles gastro-intestinaux (Tableau 2)

Pluseurs éudes ont comparé différentes races ovines e ont mis en évidence que certaines
dentre eles, souvent des races locaes de milieux tropicaux, ont des capecités accrues a
résger aux infestations a Haemonchus contortus. Aux Etats-Unis, des races exotiques telles
gue les Horida Native e Gulf Coast Native sont respectivement plus résstantes que les
Rambouillet et les Suffolk (Amarante et d., 1999 ; Miller et a., 1998). Au Kenya, ce sont les
moutons Red Maasai qui montrent une plus grande résistance que les races importées comme
le Dorper (Wanyangu et a., 1997; Preston et Allonby, 1979). De méme, des travaux
montrent que les moutons Sainte Croix sont plus résisants que les Dorset (Gamble et Zgac,
1992). Les Barbados Black Belly ou leurs croisés sont plus résistants que les ovins Dorse,
Suffolk, Rambouillet, e Landrace (Yazwinski et a., 1979, 1981). En 2003, Gruner et d. ont
démontré que les agneaux Barbados Black Bely élevés en Guadeloupe sont beaucoup plus
résstants que les agneaux INRA 401 éevés en France. Les réaultats obtenus par Aumont et
a. (2003) corroborent les précédents en prouvant que les Black Belly sont plus résistants a
des souches guadel oupéenne et francaise d Haemonchus contortus que les INRA 401.

La comparaison des différentes publications reste délicate. Les données obtenues proviennent
d expé&rimentations différentes, en infedations naureles (en péures) ou expé&imentdes,
uniques ou répétées. Dans la mgorité des éudes, |'expostion prédable des animaux aux
nématodes gadtro-intestinaux nN'a pas é&é contrdlée. De plus, la résstance des troupealix
éudiés dans certains travaux pourrait ére le résultat de I'utilisation d'un nombre limité de
béliers éa ons (Gasbarre et Miller, 2000).
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Tableau 3: Quelques é&tudes montrant la résistance & Haemonchus contortus entr e races ovines

L,|,eu de Races étudiées Typed'infestation Pararnejtr,es Conclusions Référence
I’éude considér és
Texas . . : OPG OPG Rambouillet > F1 = FI. Native
(Etats Unis) Florida Native, Rambouillet, F1 Naturelle Hématocrite Ht Florida NativesF1>Rambouillet Amarante et al. (1999)
L. Naturelle (patures différentes S .
Lousiane it Coast Nativeet Suffolk sur les 3 premiéres années puis OPG. OPG significaiivement plus faibles et Hit _ Miller et dl. (1998)
(Etats Unis) A hématocrite significativement plus haut chez les Gulf Coast Native
pature commune pendant 5 ans)
1% infestation : différences trés variables entre races
Sainte Croix, % Sainte Croix OPG 2°M€ infestation :
Ohio Black Belly , Florida Native, L. OPG Ste Croix < autres
(Etats Unis) ~ croisées (Finn-Dorset, Suffolk, Expérimentale Nom|_ti) retotal devers e total de vers Ste Croix < ¥ Ste Croix < autres  ~oUrtney etal. (1985)
. ématocrite . .
Rambouillet) Ht races exotiques > races domestiques avec Ht Ste
Croix, ¥ Ste Croix > BB, Fl. Native > autres
Naturelle OPG OPG et nombre total de vers significativement plus
Nombre total devers faibleschez les Ste Croix
Maryland - ; 1%® infestation : pas de différences entrelesdeux races Gamble et Zgjac
(Etats Unis) ~ SanteCroix et Dorset - 26me infestation : OPG significativement plusfaibles  (1992)
Expérimentale OPG - L .
chez les Ste Croix naifs et ovins immunisés des deux
races
" fo : OPG OPG significativement plus faibles et Ht Wanyangu et al.
K Red Maasai et D E /| . TR .
enya ed et Dorper Xperimentale puis naturelle Hématocrite significativement plus haut chez les Red Maasai (2997)
Red Maasai, Blackhead Persian,
Kenya Merino, Dorper, Corriedale, Naturelle OPG OPG Red Maasai << autres races E’lr;g))n et Allonby
Hampshire
Carolinedu Ht significativement plus haut dans les races avec du
Dorset, BB, Dor set x BB, Suffolk L. OPG .
No_rd (Etats x BB , Suffolk x BB x Dor set Expérimentale Hématocrite BB . Y azwinski et al. (1981)
Unis) OPG : pas de différences entre races
Caroline du OPG BB et Dorset x BB significativement plus bas que
Dorset, BB, Dorset x BB, Naturelle puis expérimentale OPG les Dorset o
Nord (Etats . 11 de !’ éud Hématocrit sanifica lush Yazwinski et al. (1979)
Unis) (exp. 111 de ' &ude) (exp. I11 de I étude) ématocrite I|—|t BDB zat Dorset x BB significativement plus haut que
es Dor
France et Barbados Black Belly et INRA Ao OPG OPG et nombre total de vers significativement plus bas
Guadeloupe 401 Expérimentale Nombretotal devers chez lesBB Aumont et al. (2003)
OPG INRA 401 > F1 > BB (des premiere infestation)
Barbados Black Belly, INRA 401 " OPG
France o F1 Expérimentale Nombre total de vers N_ombr_e total vers F1 < INRA 401 (BB non Gruner et a. (2003)
disponibles)
Légende : Ht : hémataocrite ; OPG: caifs par gramme ; BB : Barbados Black Belly
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d) Sélection au sein d’'une méme race

Il exige auffisamment de variation géndtique individudle au sein dune méme race €
d héritabilité du caractere de résstance, pour qu'une sdection de la résstance aux nématodes
gastro-intestinaux soit possble chez les ovins (Dominik, 2005). Aind, la sdection de lignées
résgantes ou sensibles a éé rédisée dans les races Mé&inos (Woolaston et a., 1990 ; Albers
et d., 1987), Rhon (Gauly et Erhardt, 2001) ou Polish Long Wool (Bouix et a., 1998). Ces
lignées divergentes sont fréquemment dénommeées.

- «high-reponders» ou  «increesed resgtance» pour les ovins identifiés comme

résstants au sein d' une race
- «ow responders» ou «decreased resistance» pour les ovins consdérés comme les plus

sensbles au sein d' unerace.

e) ldentification desanimaux résistants

La fasabilitt dune sdection génétique en matiére de résstance est intimement liée a la
posshilité didentifier les animaux généiquement supérieurs, candidats a la sdection. |l et
donc nécessaire de définir sur quels critéres ils doivent é&re choiss. Ces critéres sont
regroupés sous le terme de marqueurs phénotypiques. Le phénotype correspond a I’ensemble
des caractérigtiques d'un individu, que ce soit son apparence physique ou sa physiologie. Il est
en patie dé&erminé par le fond géenéique de I'individu, mais égdement par I’ensemble des
facteurs environnementaux qui influent sur cet individu.

Idédement, un marqueur phénotypique doit ére facile a mesurer, de maniére peu coltteuse et
répétable, et étre fortement corrélé alarésistance de I’anima (Douch et d., 1996a).

Ces marqueurs doivent ére héritables L’héritabilité (Hf) se définit comme la pat de la
varigtion phénotypique attribuable a la généique. Elle Sexprime en vdeur rddive (comprise
entre 0 et 1). Aind, plus sa vaeur et devée, plus le caractére éudié et sous dépendance
géndtique. On peut égdement la définir comme I'aptitude d'un caractere donné a se

transmettre au cours des générations.
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Les niveaux d’ héritabilité peuvent étre divisés en trois grandes catégories :

- h? < 0,1: Faible héritabilité : la variation du caractére phénotypique considéré est trés peu
influencée par la généique e I'andioration de cdui-ci par un schéma de sdection sera tres
difficile. Dans ce cas, la Sflection génétique est irrédisable,

- 01 < h® < 03: Héritabilité modérée: le caractére et modérément influencé par la
génétique mais il reste possble de différencier des animaux sur la base de celui-ci, méme s le
progres génétique obtenu par la sdection seralent.

- h?* > 0,3: Héritabilité forte: le caractére considéré est sous forte dépendance génétique ;
les animaux a haut potentid seront facilement ciblés dans la population d origine et le progres

génétique escompte sera rapide.

La variahilité génétique entre les individus d'un troupesu a &é utiliste en vue d'une sdection
dovins résistants dans de nombreux programmes expérimentaux audrdiens et néo-zéandas.
Ces programmes de sdlection ont pour objectifs communs (Windon, 1996) :

- d'estimer les corréations entre la résistance aux nématodes et les parametres de production

- de comprendre les mécanismes génétiques de la résistance

- didentifier des marqueurs phénotypiques et génétiques associés a la résstance &fin de les
inclure dans des programmes de sdection commerciaux

- dévduer la spécificité de Slection par rgpport & d autres parasites ou pathogénes non
parasites.

« L esmarqueur s phénotypiques

Un grand nombre de parametres parastologiques, physiologiques ou immunologiques ont &é
tetés comme marqueurs de résstance. lls peuvent étre classés en marqueurs directs (ne
nécesstant pas I'euthanase des animaux) ou indirects (&udiés lors de programmes de

recherche puisgue conditionnés par le sacrifice des animaux).
o Marqueursdirects

L’excrétion fécale des caufs de parasites: exprimée en nombre d caifs par gramme ou
OPG, cest le critere le plus fréguemment mesuré pour évauer la résstance aux drongles

gastro-intestinaux  (Morris, 2000). Ce critere est facile @ mesurer pour un colt relativement
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modeste. En générad, le nombre d OPG refléte éroitement le degré dinfestation paradtaire de
I’héte maisil peut ére influencé par de nombreux facteurs (Douch et d., 1996a):

» le degré dinfedation de I'animd : lors d'infestation expérimentae, le nombre de larves
dans I"inoculum peut influencer le nombre d' OPG (phénoméne densité-dépendant).

» lacomposition spécifique de la communauté de nématodes présente chez | héte.

> le gade dinfedtation: I'excrétion fécde est nulle lors de la période pré-patente ou en
période d’ hypobiose.

> le gaut immunitare de I'héte: influence le degré d éablissement larvare, la fécondité
desfemdles...

> les facteurs dimentaires: qudité de la péture (especes végétales présentes et teneurs en
proténes) et lagestion du péturage.

» ledatut physiologique de I’ hbte et notamment la parturition chez les brebis.

De plus, les problemes déchantillonnage (répatition inégde des oafs vaiations
journdiéres), de stockage des matieres fécdes (incapacité de conserver des matieres fécaes
sur de longues périodes) et I'impossihilité d automatiser le comptage des caufs dans cdles-ci
représentent des inconvénients techniques non négligesbles.

Toutefois, la mesure de I'excrétion d’ caufs reste le parametre le plus utilise a I'heure actudle
dans les schémas de sdection exigants. Son héritabilité varie entre 0,2 et 0,4 en fonction des
études.

De nombreux autres marqueurs phénotypiques directs ont é&é évaués comme dterndives ou
en complément au dénombrement des oaufs dans les matieres fécales.

Le comptage des polynucléaires éosinophiles circulants: [I'éosnophilie sanguine e
tissulare et une caractéridtique fréguemment observée chez les ovins en réponse a une
infestation par des helminthes (Douch et d., 1996a). L'intéré de son utilisation en tant que
critere de Slection et controversé (Hohenhaus et Outteridge, 1995; Woolaston et 4.,
1996b), [I’héritabilité estimée de ce parametre n'éant d’'environ que de 0,2. De plus, sa
secificté et rdaivement fable: [|'éosinophilie sanguine peut ére influencée par des
infedations paradtares autres que pa les drongyloses gadro-intestindes, par  des
phénomenes dlergiques ou lors de syndromes éosinophiliques. Enfin, |'éosinophilie sanguine

nNest pas un reflet exact de I'éosnophilie tissulaire, dans le sens ou de faibles comptages
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d éosinophiles sanguins peuvent ére liés soit a une baisse de production de précurseurs par la

moelle osseuse, soit a un recrutement tissulaire massif (Douch et al., 1996).

Les produits des mastocytes muqueux : |'hyperplase des mastocytes muqueux et des
globules leucocytes (consdérés a I'heure actudle comme des mastocytes intra-épithdiaux
dégranulés) et égdement I'une des caractéristiques rencontrées dans les strongyloses du
tractus digestif. Leur locdisation tissulare ne permet pas leur dénombrement direct. Leur
nombre peut ére estimé de fagon indirecte par le dosage des produits qu'ils libérent dans la
crculation générde lorsguils sont activés: leucotriénes, histamine et proténases (SMCP:
sheep mast cdl proteinases). Toutefois, méme S leurs taux dans la circulation générae sont
plus édevés lors dinfedtation par les némaodes gastro-intestinaux (& |'exception des
leucotrienes), ils ne semblent pas refléter les niveaux observés dans les tissus parasités. En
outre, des stimuli autres que les nématodes peuvent entrainer une augmentation de ces cdlules
et de leurs produits. En conditions naturdles, les résultats de la mesure des produits des
mastocytes muqueux ne sont donc certainement pas comparables au comptage des oaifs
excrétés dans les féces. (Douch et d., 1996)

L’hématocrite : sa mesure permet de quantifier I’anémie due & H. contortus. Vanimisdti et
d. (2004) ont montré une corrélation négaive de I'hématocrite et de I'excrétion fécde
d oarfs e |'héitabilité de I’hématocrite varie de 0.15 a 0.55 sdon les éudes (Albers e 4d.,
1987; Van Wyk et Bath, 2002; Vanimisseti et d., 2004), ce qui pourrait fare de ce
parametre sanguin un  bon indicateur de résstance. Cependant, les variations physiologiques
de I’hématocrite en fonction des races ovines en font un marqueur phénotypique controverse,

et aucune éude N’ a évalué précisément la pertinence de ce critere.

Réponses anticorps sériques specifiques d’antigéenes parasitaires: le développement de
tets ELISA and que la disponibilité d'anticorps monoclonaux dirigés contre les différents
isotypes des immunoglobulines ovines a pemis déudier la dynamique de la réponse
immunitaire dans le s&um des ovins slite aux infedations par les némaodes gadro-
intestinaux (Beh, 1987 et 1988 ; Schalig et d., 1994a et 1995). Les comparaisons des lignées
ovines sdectionnées pour leur résistance ou leur senghilité aux infestations par les nématodes
ont permis de consgdérer l'intendté des réponses anticorps s&riques comme  indicateurs
potentiels de résistance (Gill, 1991 ; Gill et d., 1993b ; Douch et al., 1996).
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Le type d’hémoglobine: Puseurs éudes ont suggéé que les ovins possédant une
hémoglobine de type AA sraient plus résigtants a I'infestation par H. contortus e ses effets
que les ovins ayant une hémoglobine de type BB ou AB. Cependant, d autres travaux ne I’ont
pas confirmé. Aucune concluson générde ne peut donc ére tirée concernant | utilité du type

d’ hémoglobine comme marqueur prédictif de larésistance (Gray, 1997).

Les antigenes lymphocytaires ovins ou OLA: S pour cetans parastes td que
Trichostrongylus colubriformis, les ovins « high-responders» porteraient plus fréqguemment
les dldles SYla e SY1b dors que les «low responders» porteraient plutdt I'alde Sy2
(Outteridge et a., 1985, 1986 et 1988), il semblerat quil n'y at pas dassociation
dgnificative entre le type des dlées des antigenes lymphocytaires ovins e la résstance a H.
contortus (Cooper et a., 1989 ; Gray, 1991 ; Hohenhaus et Oultteridge, 1995).

o Marqueursindirects

Le parametre de référence pour évauer le degré de résistance des ovins aux strongles gastro-
intestinaux reste certainement le nombre total de vers présents chez I'hdte. Mais le seul
moyen d évauer ce critére est I'autopsie de I'animd, ce qui et inenvisageable dans le cadre
d un programme de sdlection a grande échelle (Gasharre et Miller, 2000).

Un autre d'indicateur d'intérét est le degré d’accumulation des cellules immunitaires dans
la muqueuse gastro-intestinale (mastocytes muqueux, globules leucocytes et éosinophiles).
Mas ces andyses histologiques ne peuvent se fare que post-mortem e ne sont pas
gpplicables, hormis dans des programmes de recherche, e sont limités a un nombre restreint
d animaux (Gasbarre et Miller, 2000).

« Sdection et marqueur s génétiques

S I'on conddere que les phénotypes observés résultent de I'expresson de trés nombreux
genes, la Sdection n'est évidemment possble qu'a partir de paramétres dont I’ héritabilité est
devée. Cest une méhode reativement smple et lente, qui offre les avantages d'un posshble
retour en arriere et d'une estimation du progrés gnétique au cours des années. La plupart des
programmes expérimentaux de sdection mis en place sont fondés sur cette approche. Ils font
appd a la sdection phénotypique des animaux, le plus fréqguemment sur la base de I'excrétion
d’ caufs dans les matiéres fécdes (Windon, 1996).
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A contrario, on peut prendre en compte dans la sdection, en plus du fond polygénique
habitud, I'exigence d'un ou pluseurs genes ayant un effet individud «fort» sur le caractére
étudié. La recherche de tels génes est devenue de plus en plus efficace gréce a I’ éablissement
de cartes génétiques pour les animaux de rente. L’ensemble du génome peut dors ére baayé
pour déecter les zones influencant le caractére &udi€é les Quantitative Trait Loci (QTL)
(Dominik, 2005). Chez les ovins, les réaultats de recherche de QTL liés a la résistance aux
nématodes gadro-intestinaux ont souvent é&é contradictoires. Ces différences  trouvent
probablement leur explication dans la diversité des protocoles expérimentaux mis en cauvre
(Dominik, 2005). Notons que pour H. contortus, des zones chromosomiques d'intérét ont é&é
identifiées sur les chromosomes 1, 3, 6, 14, 20 e 23 (Miller et Horohov, 2005 ; Janssen et dl.,
2002).

o Intérétsdela sdection génétique :

- Une réduction durable de la contamination des patures. Une é&ude menée en Audrdie
pendant 224 jours, sur de jeunes ovins de race Mé&inos infestés par H. contortus, a démontré
I'efficacité de la sdection d'ovins résgants sur la base de leurs OPG. Les réaultats indiquent
gue le plus large e le plus persgant effet sur I'excrétion fécde et obtenu par cette sdection
(diminution de 69% des OPG), en comparason avec une supplémentation protéque
(diminution de 35% des OPG), un tratement anthdminthigue a base de closantd &
divermectine (diminution de 28% des OPG) ou a une vaccination expé&imentae des agnealix

(aucun effet sur les OPG) (Eady et d., 2003).

- Une résistance éendue a un groupe d’ especes proches. Certaines éudes suggerent que la
section de moutons pour leur résstance a H. contortus pourrait permettre des progres
notables de leur résstance contre d'autres especes de nématodes. Gray et a. (1992) ont
montré que des agneaux sdectionnés pour leur résstance a H. contortus avaient auss des
OPG reduits gpres infestation par Trichostrongylus colubriformis et Ostertagia circumcincta.
De méme, Sréter e d. (1994) ont trouvé que 70% de leurs moutons sdectionnés comme

« high-responders » aH. contortus I’ &aient auss pour T. colubriformis.
- Une meilleure compréhension des réactions immunologiques lors d’infestation

paradtaire, ain doptimiser le développement de vaccins efficaces (Gray, 1991 ; Windon,
1996).
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o Leslimites dela sélection génétique :

En queques dizaines d'années, H. contortus a su sadapter a la forte presson de sdection
engendrée par I'utilisation des anthdminthiques. || est donc a craindre que le parasite soit
auss capable, comme d autres pathogéenes (virus ou bactéries), de s adapter a la résistance de
son héte (Windon, 1991). L’approche polygénique de la résstance suppose qu'il existe des
mécanismes immunologiques complexes et multiples qui  provoquent une presson de
SHection plus variée que les anthdminthiques. L’éventudle adaptation d’'H. contortus devrait
donc ére longue et décelable précocement au cours des programmes de séection, permettant
and dy remédier. Mais 9 un schéma de sSdection se base sur I'exisence d'un gene mageur,
I adaptation du nématode pourrait ére beaucoup plus rapide (Windon, 1991).

Cependant, pluseurs éudes montrent que le parasite ne sadapte pas a la résistance de son
hote. Woolaston et d. (1992) ont maintenu une population d'H. contortus au sein de deux lots
de moutons, sensbles et résgtants. Apres 5, 7, ou 14 généations, |'adaptation des deux
lignées de nématodes obtenues a é&é évauée par infedtation de nouveaux moutons sensibles
ou résdants. Dans un méme lot de moutons, les deux lignées de paradte donnaient le méme
nombre d'OPG: il n'y a pas eu d adaptation de la fécondité d'H. contortus a la résistance des
ovins. De méme, les passages en frie (10 généations) d'un isolat d’'H. contortus sur des
ovins a daut de résgtance tres différent (agnelles Black Bely primo-infestées versus agndles
immunodéprimées par injection de corticoides) a permis d’obtenir 2 lignées de parasites. Ces
2 lignées ont &é inoculées a de nouveaux agneaux, notamment des jumeauX mMonozygotes
sengbles ou résgants e aucune différence dans les traits de vie des lignées parasitaires n'a
pu ére mise en évidence (Saula et d., 2001).

o Conséguences économiques de la sélection génétique :

Les conséquences de la résstance des ovins sur leurs productions ont fait I'objet de plusieurs
publications aux résultats parfois contradictoires, mais faisant toujours éa de corréations
modérées, postives ou négatives (Gasbarre et Miller, 2000). Prédire les gains engendrés par
la SAection d'ovins résdants est tres difficile, &ant donné la diversté des environnements au
sein desques ils peuvent vivre (divers degrés de paradtiame, différentes conduite d éevage)
(Kassa et Sréter, 1992). La logique voudrait que les effets pathogenes des parasites étant
réduits, cela ne peut ére que profitable pour la croissance ou la qudité de la laine des

animaux (Gray, 1991). Quoi qu'il en soit, les gains ou les pertes économiques provoqués par
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la résgtance des ovins semblent marginaux face a I'intéré& de prévenir les pertes désastreuses
dues alarésistance des parasites aux anthel minthiques (Gasbarre et Miller, 2000).

Les consequences éventudles de la sdection généique sur la fertilité des animaux sont encore
discutées. Une éude de Vanimisetti et d. (2004) montre que la fertilité e la prdlificité des
brebis ne sont pas corrdées a leur résistance. Néanmoins, en I'absence de données plus
étayées, cette absence de corrdation mérite d' étre ré-évauée.

Enfin, la réduction de 50 a 95% des OPG dans des troupeaux d'ovins sdectionnés pour leur
réssgance aux nématodes gastro-intestinaux a évidemment dimportantes conséguences en
termes d' épidémiologie des infedtations paragitaires: |'accumulaion de larves infetantes sur
les pétures est réduite de fagcon durable, and que les risques de pertes économiques ou de
maladie clinique (Kassal et Sréter, 1992).

Les posshilites réduites de commercidistion de nouveles molécules anthedminthiques
efficaces, dans un avenir proche, rendent urgentes la recherche de méthodes dternatives ou
complémentaires au traitement chimique pour la lutte contre les nématodes gastro-intestinaux.
La vaccingtion des animaux avec des anttigenes paradtaires, ou la sdection d animaux
résgants, représentent les méthodes les plus prometteuses. Les essais expérimentaux n'ont
pas permis de développer des vaccins commercidisables et utilisables sur le terran, et les
programmes de Sdection d'animaux résgants ne sont appliqués que dans certans pays
comme I’Audrdie ou la Nouvele-Zdande. Le frein mgeur de I'utilisation de ces méhodes
dternatives reste toutefois la méconnaissance des interactions héte/nématodes et en particulier

la réponse immunitaire des ovins face ax strongles gastro-intestinaux.
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V. LAREPONSE IMMUNITAIRE DESOVINSFACE AUX STRONGLES
GASTRO-INTESTINAUX

La réponse immunitare des hbtes face a une infection et cassquement diviste en deux
mécanismes

La réponse immunitaire innée, dans laguelle des mécanismes non spécifiques, rapides et des
plus anciens sur le plan phylogénéique, sont mis en oaivre contre un pathogéene (Tos, 2005).
L’immunité naturdle n'est pas toujours suffisante pour éiminer le pathogene mas dle et
indispensable pour mener a bien une premiere défense en attendant que I'immunité adaptative
prennelerdais.

La réponse immunitaire adaptative, dans laguelle des réponses plus tardives sont mises en
jeu. Cette réponse pésente a la fois un haut degré de spécificité envers le pathogene rencontré
and quune remarquable propriété de «memoaire»: la ré-expodstion a un méme antigene a
pour consdguence une réponse immunitare plus rapide e souvent plus importante
quditativement (plus grande &ffinité des anticorps pour I'atigene) et quantitativement (titres
en anticorps éevés), pour neutraliser I’ agent pathogene en cause (Doenhoff, 2000).

Aprés une breve présentation de la réponse immunitaire innée, nous nous atacherors plus
spécifiqguement, dans ce chapitre, aux mécanismes de la réponse immunitare adaptative,
composante essentielle de la réponse face aux strongles gastro-intestinaux.

A. Laréponseimmunitaire innée

Le sysgeme immunitare inné sSorganise a patir dédéments mécaniques, chimiques e

cdlulares.

» Dans le tractus gadtro-intestind, la composante mécanique comprend I’ épithdium
digedif qui représente une bariere physque contre I'invason des organismes
pathogenes. La desquamation épithdiale et la sécrétion de mucus (mucines des celules
cdiciformes) (Basset e d., 2003), and que le périgdtisme intesind qui adent a
I’expulson des agents pathogénes (Onah & Nawa, 2000) sont les déments déerminants
de cette barriére.
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» Les déments chimiques peuvent ére subdivises en trois catégories: les récepteurs qui
reconnaissent des motifs moléculaires particuliers, les protéines ou peptides anti-
microbiens, et enfin, les cytokines et chémokines qui orchedrent la réponse immunitaire
(Basset et al., 2003).

» La composante cdlulaire est représentée par les cdlules épithdlides, les mastocytes, les
cdlules dendritiques, les phagocytes (macrophages et granulocytes neutrophiles) et les
cellules Naturd Killer (NK) (Basset et d., 2003).

Le contact avec l'agent pathogene engendre la synthese de cytokines, chémokines,
prosaglandines et leucotrienes par I'épithdium digedtif, dgndant aind I'agresson tissulare
pour le recrutement de diverses populations leucocytaires. Le pathogene interagit auss avec
des cdlules de I'immunité permettant I'activation de la réponse immunitaire innée. Cette
activation repose sur la reconnaissance de motifs moléculares  antigéniques: ce sont des
arangements  gpécifiques de molécules cés appeées PAMPs  (Pathogen Associated
Molecular Peatterns) reconnus par des récepteurs spécidisés de I'héte, les PRRs (Pattern
Recognition Receptors), dont font partie les TLRs (Toll-like Receptors). Les PAMPs sont des
structures vitales des agents pathogenes, tres conservées au cours de I'évolution. Les PRRs
peuvent ére solubles ou Stués sur de nombreuses cdlules immunitaires telles que les cdlules
épithdlides, les macrophages e monocytes, les granulocytes, les mastocytes et les cdlules
dendritiques. Du fait que les PAMPs ne sont produits que par des micro-organismes et non
par I'héte, leur reconnaissance par les PRRs signde la présence de pathogéenes. (Bass et 4.,
2003).

Cette reconnaissance permet adors dactiver directement les mécanismes de la réponse
immunitare  innée, comme l'induction de la synthése de peptides anti-microbiens,
I'activation du syséme du complément, la phagocytose, la synthéese e la Serétion de
cytokines par les macrophages, la lyse des cdlules infectées par les cdlules NK...
L’ensemble de ces mécanismes permet de déruire les cdlules infectées par le micro-
organisme pathogéne ou le pathogene lui-méme. (Tos), 2005 ; Basset et d., 2003)

Cependant, dans le domaine des parastes méazoaires, le role de I'immunité innée et md

connu, méme sil est probable. Certains travaux I'ont mis en évidence, plus particulierement

aur Trichindla spiralis (Artis, 2006 ; Gruden-Movsesjan et Milosavljevic, 2006).
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B. Laréponse immunitaire adaptative

Les éudes sur des rongeurs infestés par différents nématodes gastro-intestinaux (Trichinella

spiralis, Heligmosomoides polygyrus, Nippostrongylus brasiliensis et Trichuris muris) ont

fourni beaucoup informations sur les mécanismes immunitares mis en jeu e leur réguldion

dans les strongyloses gastro-intestindes (Finkdman et d., 1997).

Aind, quatre grandes éapes de la réponse immunitaire adaptative ont é&é mises en évidence :

1 — Présentation des antigenes parasitaires aux lymphocytes T CD4+

2 — Orientation de la réponse immunitaire dans I’ une des deux grandes voies de polarisation :
ThlouTh2

3 — Mise en place des effecteurs de I'immunité représentés par les cdlules et les anticorps

4 — Consaquences sur les traits de vie des strongles gastro-intestinaux : indalation des larves,

développement chez I” hte, fécondité des femelles, mortdité des vers adultes.
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Dans la suite de ce chapitre, nous dlons envisager successvement ces quatre grandes parties

de laréponse immunitaire contre Haemonchus contortus.

1. Présentation des antigenes parasitaires et initiation de la réponse
Immunitaire adaptative

La premiere étape de cette initiation consste en une capture des antigenes parasitaires par les
celules présentatrices d'antigénes (CPA) dStuées dans la muqueuse digestive. L’ épithélium
gastro-intestind et le mucus présent a sa surface condtituant une barriere physique a la capture
des antigenes, cdle-ci S effectue dans les structures lymphoides disséminées tout au long de la
muqueuse digedive : les plagques de Peyer et autres formations lymphoides associées au tube
digegtif (GALT: Gut Asociated Lymphoid Tissues). Des cdlules spécidistes, les cdlules
M, permettent le transport des antigenes vers les cdlules présentatrices d antigenes Situées
dans un déme sous-épithdlid ou ont lieu les interactions initides entre CPA et lymphocytes T
(LT) (Onah et Nawa, 2000).

Aprés phagocytose, les cdlules présentatrices dantigenes présentent des  fragments
peptidiques d antigenes étrangers aux récepteurs des LT CD4+ (T-cdl receptor : TCR). Ces
fragments peptidiques sont lies aux molécules de dase 1l du complexe maeur
d hisocompatibilitt (CMH 1) des CPA. Cette présentation d'antigenes génere |’expansion
conde de LT gpécifiques et leur différenciation vers une fonction effectrice (Doenhoff,
2000).

A I'heure actudle, on ne connait pas le mode de présentation des antigenes de nématodes
gadtro-intestinaux dans le tube digedif des ruminants ni la naure des antigenes capables
dinitier la réponse immunitare (antigenes cuticulares, de liquide de mue produits
d excrétion-séerétion?). A patir d éudes in vitro, au moins quatre types cdlulaires (cdlules
dendritiques, macrophages, lymphocytes B et cdlules épithélides) semblent ére capables de
présenter des antigenes au sein du tissu lymphoide associé au tube digestif (Onah et Nawa,
2000). Cependant, en raison du nombre restreint d’ éudes sur la capture et la présentation des
antigenes de nématodes, il Nexiste aucune preuve solide in vivo de I'implication de ces
cdlules dans la présentation de ces antigenes (Miller, 19964). D’autres types celulaires, dont
les mastocytes et les polynucléaires éosinophiles, peuvent exprimer les molécules de classe Il
du CMH et donc présenter des peptides aux lymphocytes T CD4+. Leur capacité de

présentation antigénique, asociée a leur présence dans les muqueuses, notamment digestive,
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en font égdement de bons candidats pour I'initigtion des réponses immunitaires dans ces Stes
(Coffman et von der Weid, 1997).

2. Orientation de la réponse immunitaire: Thy ou Th, ?

Plusieurs éudes prouvent que ce sont les LT CD4+ qui participent activement a I'initiation de
la réponse immunitaire contre H. contortus. Par traitement & base d anticorps monoclonalix
anti-CD4, la déplétion en LT CD4+ d agneaux Mérinos, séectionnés génétliquement pour leur
résstance a H. contortus, a complétement abrogé I’expression de cette résistance. Les OPG
et le nombre totd de vers éaent sgnificativement plus hauts que chez les animaux témoains,
et la magtocytose muqueuse comme |I'éosnophilie tissulaire ont éé supprimées. (Gill e d.,
19933). De la méme maniére, Karanu et d. (1997) ont montré que des moutons iMMuNisEs
avec des antigénes digedtifs d'H. contortus perdaent cette immunité quand les LT CD4+
étalent déplétés.

On it que I'orientation de la réponse immunitaire adaptative vers I'une des deux grandes
voies Thy ou Thy, dépend des cytokines secrétées par les LT CD4+. Depuis le milieu des
années 90, de grand progres ont éé fats pour caractériser les cytokines ovines, mais leurs
roles précis dans la réponse immunitaire et encore largement inconnu. Il semblerait que ce
it moins la quantitt mas davantage les proportions entre les différents niveaux de
cytokines qui orientent la réponse Thy ou Thy, (Schdlig, 2000)

Les LT Thy produisent I'interleukine 2 (IL-2) et I'interféron g (IFN-g). Les LT Th, sont quant
a eux définis par la production d'IL-4 (cytokine clé de la réponse Thy), IL-5, IL-6, IL-9, IL-10
et IL-13. Une réponse Th, typique est caractériste par I'augmentation de la <Séerétion
d' immunoglobulines par les lymphocytes B, en paticulier les IgGl et les IgE, & pa la
prolifération des éosinophiles et des mastocytes muqueux. (Schdlig, 2000). La différenciation
de clones de lymphocytes T CD4+ naifs en cdlules productrices d'IL-4 est I'étape
déterminante pour la mise en place d'une réponse Th, efficace et protectrice. D’une fagon
caricaturde, les réponses de type Thy seraent initiées lors dinfections intra-cdlulares
(virdes, bactériennes, infections a protozoaires), aors que les réponses Th, le seraient lors

d infections par des parasites métazoaires extra-cdlulares.

La présence de cdlules sources de cytokines Th, ans que la concentration locde en

cytokines dans un dte anatomique donné, en paticulier la muqueuse digestive, détermine un
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micro-environnement cytokinique qui et indispensable pour I'orientation de la réponse
immunitaire (Kourilsky et Truffa-Bachi, 2001), I'IL-4 é&ant nécessare pour |'amplification
des cdlules Thy (Gause et a., 2003). Les sources précoces d'IL-4 and que leur mode de
régulation ne sont pas complétement définis. Différents types cdlulaires pourraient produire
cette cytokine: les cdlules lymphocytares T CD4+ et les lymphocytes T gd mas égdement
les polynucléaires éosinophiles et les basophiles, aind que les cdlules T Naturd Killer (NK)
et les mastocytes. (Coffman et von der Weid, 1997).

Chez les ruminants, la nature de la réponse immunitare ervers les nématodes gastro-
intetinaux N'et pas clare & |'exigence d'une véitable dichotomie Thy/Th, a suscité de
nombreuses questions. Peu d'éudes sur la polarisation de la réponse immunitaire contre H.
contortus sont disponibles e les réaultats sont pafois éguivoques. Dans une éude
prédiminare utilisant la PCR semi-quantitative sur un nombre restreint de moutons, Schallig
(2000) a observé une réponse Thy non protectrice chez des moutons primo-infestés par H.
contortus. Une seconde infestation a induit une réponse Thy protectrice avec de hauts niveaux
d expresson des ARNm de I'lL-4 sans surexpresson de I'lL-5. D’autre part, une éude in
vitro de Gill & d. (2000) a montré que les cdlules immunitaires issues de moutons infestés
produisaient peu d'IFNg et beaucoup d'IL-5 par rappport a celes d ovins naifs, lorsqu' dles
éaient en présence d'antigenes d'H. contortus. Dans les mémes conditions, les cultures
cdlulares issues de moutons génétiquement résstants présentent de forts taux d'IgGl
spécifiques et d'IgE, e la muqueuse abomasde de ces derniers contient de fortes densités de
magtocytes et d' éosinophiles. Ces réaultats concordent avec une orientation Thy mais ils sont
obtenus in vitro.

Cependant, la polarisation de la réponse immunitare adaptative contre H. contortus a
récemment &é démontrée de maniere certaine (Lacroux, 2006b). Une orientation Thy a
clarement &é observée dans la muqueuse de la callette et le noaud lymphatique abomesd. La
aur-expresson des ARNm des interleukines 4, 5 et 13, le recrutement des éosinophiles, des
mestocytes e globules leucocytes, and que la production d'IgG systémiques e d'IgA
muqueuses spécifiques ont éé observés chez des moutons INRA 401, d'une fagon plus
précoce chez les animaux d§a senshilisés que chez les ovins primo-infestés, & sans aucune

expression d un profil cytokinique de type Thy.
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3. Mise en place et role des effecteurs de I’immunité dans I’ haemonchose

Les réponses cdlulaires et humordes dépendent de la polarisation Thy initide de la réponse

immunitaire. Ces réponses sont caractérisées par :

» une éosnophilie sanguine et tissulaire

» une mastocytose tissulare, avec appaition de globules leucocytes intra-épithdiaux
(stade ultime supposé de la différenciation des mastocytes)

> la production d'anticorps sériques ou locaux (gtes tissulaires dinfiltration) dominés par

lesimmunoglobulines 1gGL, IgA et IgE

L'activetion de ces effecteurs de I'immunité est conditionnée par I’environnement
cytokinique induit par la polarisation de la réponse immunitare. Les cytokines de type Thp
ont de nombreuses activités biologiques sur les cdlules lymphocytares T and que sur les
précurseurs de cdlules hématopoiétiques. Elles permettent la différenciation, I'activation et le
recrutement des polynucléaires éosinophiles et des mastocytes dans les tissus infestés, et
promeuvent probablement I'hyperplase des cdlules a mucus. Ces cytokines ont égaement
des effets sur les lymphocytes B, permettant la synthése et la libération des immunoglobulines
Gl, A e E. Les roles principaux des différentes cytokines de type Thy, sont résumés dans le
tableau 4.

Tableau 4: Activité biologique des principales cytokines Th, (d'apr és L acr oux, 2006a)

Cytokine Activité biologique
IL-3 Facteur de croissance pour cellules souches hématopoiétiques
M astocytose
Inhibition de la production d’' |FN-get de la synthése de cytokines inflammatoires (1L-1, TNF) par
les macrophages

Croissance, survie et différenciation des lymphocytes T en cellules Th;
IL-4 Activation, croissance et commutation isotypique des lymphocytes B (production d’ IgE et d’'IgG1)
Contraction des muscles lisses
Hyperplasie des cellules a mucus
M astocytose

Différenciation des lymphocytes B et production d’'IgA et d’IgE
IL-5 Croissance, différenciation, survie, migration et activation des éosinophiles
Hyperplasie des cellules a mucus

IL-6 Différentiation des lymphocytes B en plasmocytes produisant des immunoglobulines

IL-9 Stimulation de laproduction d' IgE
Eosinophilie, mastocytose, hyperplasie des cellules a mucus

Inhibition delavoie Th; par leslymphocytes T
IL-10 Inhibition de lalibération de cytokines par |es macrophages
Croissance des mastocytes

Production d’IgE
IL-13 Hyperplasie des cellules a mucus
Contraction des muscles lisses

Eotaxine Chimio-attraction des éosinophiles dansles sitestissulaires
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a) Rolesdes polynucléaires éosinophiles

In vivo, les éodnophiles Saccumulent dans les tissus envahis par les nématodes gastro-
intestinaux et notamment par les laves Lz d'H. contortus (Bdic et a., 2002). Leur mode
daction serait la cytotoxicité cdlulare: la libération des protéines cationiques contenues
dans leurs granulations cytoplasmiques, ans que la génération de médiateurs néoformés
auraent un effet cytolytigue sur le tégument des paradites, induisant une immobilisation des
larves, des |ésions cuticulaires et conduisant aleur mort (Weller, 1994).

Bien que ce mécanisme n'at pas é&é démontré in vivo, le polynucéaire éosnophile est
conddéré comme une cdlule protectrice pour I'héte lors dinfestation parastaire. Cette
hypothése est notamment é&ayée par I'observation histologique de parasites dans les tissus de
I’héte: de nombreux polynucléaires éosnophiles sont mis en évidence en association avec
des parasites intacts ou endommagés e semblent dégranuler in vivo a proximité de ceux-d
(Butterworth, 1984 ; Bdlic et d., 2006).

Mais I'implication du couple éosinophile/lL-5 dans I'immunité protectrice n'a pas encore éé
clarement démontrée (Onah e Nawa, 2000). In vitro, les éosnophiles sont capables
dimmobiliser et de tuer les larves d'H. contortus en présence d anticorps spécifiques anti-Ls
(Rainbird et d., 1998), ce qui suggere que les éosinophiles pourraient ére des effecteurs dans
le mécanisme d’ dimination des larves L3 chez les moutons immunisés.

Cependant, les dommages muqueux locaux induits par les polynucléares éosinophiles
pourraient fournir un micro-environnement bénéfique au parasite. Cette hypothése pourrait
étre confortée par la démondration récente que des extraits totaux de stades larvaires ou
d'adultes d'H. contortus induisent une puissate activité chimio-attractrice pour les
polynucléaires éosinophiles in vitro, dors que ces mémes produits issus d'un nématode libre

non-parasite, Caenorhabditis elegans, N’ en sont pas capables (Wildblood et al., 2005).

Enfin, un réle non négligeable des polynucléaires éosnophiles in vivo est leur capacité de
production de certaines cytokines dans leur environnement immédiat, en paticulier I'lL-3 et
I'IL-5, suggérant un role dans la mastocytose associée aux infedtaions heminthiques ang
gue dans I'amplification de I'éosinophilie via une activité IL-5 autocrine ou sur les autres

polynucléaires éosinophiles (Weller, 1994).
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b) Rolesdes mastocytes et des globule leucocytes

Une mastocytose dans la muqueuse abomasde, incluant la présence de globules leucocytes
intra-épithdiaux, et invariablement associée a une hdminthose gadtro-intestinde (Huntley et
d., 1992). Les globule leucocytes dérivent des mastocytes muqueux sub-épithdliaux de la
muqueuse digestive pendant |’ infestation paragitaire (Rothwell, 1989).

Cette mastocytose est controlée par plusieurs cytokines Thy, principdement les IL-3, IL-4, IL-

9 e IL-10 (Else et Finkdman, 1998). Lors dinfedaions par des nématodes gastro-

intestinaux, les madocytes sont responsables du  développement de réactions

d hypersenshilité de type | médiées pa les IgE (Miller, 1996b). Ces réactions sont

générdement consdérées comme protectrices vis a vis des infedations par des nématodes

selon trois mécanismes :

» La libération de mediateurs de fable poids moléculaire (histamine, protéoglycanes,
protéases, leucotrienes) pourraient directement affecter la survie des vers (Rothwell,
1989). Ces meédiateurs sont égdement impligués dans I'inhibition de la migration des
larves des nématodes gastro-intestinaux chez le mouton (Douch et d., 1996b).

» La dégranulation des mastocytes entraine une hyperséerétion d'ions chlorure et d eau qui
favoriserait I'dimination des parasites par un effet purgatif (Baird et O’ Mdley, 1993).

> L’augmentation de la perméabilité muqueuse, due a la éerétion de protéases (chymases)
(Scudamore et d., 1995), pourrait favoriser la trandocation d anticorps anti-parasitaires
qui compromettraient la survie des vers, probablement via une coopéation entre les

anticorps et les mucines (Miller, 1996b).

Chez les ovins, le nombre de globule leucocytes, mais pas de mastocytes muqueux, dans la
mugueuse semble é&re un bon indicateur de la résgance des animaux face aux
Trichostrongles (Douch et d., 1986). Cependant, le seul dénombrement de mastocytes
mugueux et/ou de globule leucocytes ne renseigne pas sur les capacités fonctionndles de ces
cdlules. Une mesure directe de I'activation e de la dégranulation mestocytaire est possible
par le dosage chez les ovins de la SMCP (Sheep Mast Cell-Derived Proteases) (Huntley et d.,
1992). Des é&udes ont and montré que chez des moutons hyperimmunisés par des
infestations répétées, la séerétion de SMCP et concomitante de I'expulson d'H. contortus
(Miller et d., 1995). Cependant, Huntley et a. (1992) ont montré que les moutons éaient
capables d’'expulser les vers efficacement dans les 48h, méme s le nombre de mastocytes éait
faible et que la SMCP n'’ éait pas détectable dans lalumiere digestive.
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c) ROledesréponses anticorps

Le réle de la réponse humorde systémique reste sujet a discusson. Des expériences ont
montré la nécessité de transférer a la fois du s&rum et des cdlules immunitaires d'un donneur
immunise pour que I'immunité conférée au receveur naif soit protectrice (Ahmad et d.,
1990). Par contre, I'importance de la <éerétion d'anticorps a la surface des muqueuses
(réponse humorde locde) est plus géngrdement admise (Else et Finkeman, 1998 ; Onah et
Nawa, 2000).

Les cinétiques de la réponse immunitaire locde contre H. contortus (Gill et d., 1992)
montrent que la quantité d'lgA, 1gGl, 1gG2 e dIgM contenue dans les cdlules de
I'ébomasum des moutons avant infestation et fable Apres infestation, on observe une
augmentation du nombre de cdlules contenant les immunoglobulines, avec un pic entre 21 &
28 jours. Les cdlules & IgA sont les plus nombreuses, suivies des celules a 1gG1, suggérant
I'importance relaive de ces immunoglobulines dans la réponse immunitaire contre
I’heemonchose. Le role des IgM et souvent considéré comme dimportance mineure,
(Schallig, 2000)

s LeslgA

En générd, une augmentation des IgA s&iques est observée en réaction aux antigenes
larvaires ou adultes, gpres une infestation primaire ou secondaire. Mais on ne sat pas Sil y a
une reation directe entre les taux danticorps S&riques & le datut immunitaire du mouton
(GomezMunoz et d, 1999). Cela et probablement di au fait que H. contortus se locdise ala
surface de la muqueuse de la callette e que la réponse immunitare périphérique et
vrasemblablement un pde reflet de la réponse immunitaire locde. Aind, les concentrations
en IgA s&riques sont générdement basses tandis que les IgA locades jouent un réle important
dans le mucus abomasd des moutons immunisés. (Schalig, 2000). Les moutons résigants a
H. contortus présentent une augmentation tres importante du nombre de plasmocytes a IgA
dans la muqueuse abomasde, par rapport & des moutons senshles (Gill et d., 1994). Le
mécanisme par lequd les IgA contribuent a I'immunité contre les strongles gastro-intestinaux
n'est pas complétement ducidé. Les anticorps pourraient avoir un effet direct sur le paradte
en neutrdisant ou en inactivant des enzymes essentidles au méabolisme d'H. contortus (Gill
et d., 1993b). Un rdle plus généra dans la paticipation a la réaction d’ hypersenshilité a auss
éé suggéré (Gill et d., 1993b; Miller, 1996a): les IgA ont la cgpacité d'induire la

dégranulation des éosnophiles, et la reconnaissance des immuns complexes IgA/Ag par les
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cdlules de I'inflammation dans la muqueuse entraine la production de cytokines et de
médiateurs pro-inflammetoires. (Schallig, 2000)

% LeslgG

Le role des I1gG chez les ruminants est peu documenté. Les IgG1 (90% des IgG s&riques) et
dans une moindre mesure, les 1gG2, sont les immunoglobulines s&riques dominantes lors
dinfestation par H. contortus (Schallig et a., 1995). Des taux devés d'IgGl ont éé observés
chez des moutons génétiquement résistants aH. contortus (Gill et a., 1993b).

Le premier contact avec le paradte ne provoquerait quune fable augmentation des
concentrations s&riques d'1gG. C'est aorés une réinfestation, chez des moutons préaablement
immunisss, gueles augmentent notablement et rapidement (Schalig et d., 1994a, 1995;
Gomez-Munoz et a., 1999). D’ apres Gomez-Munoz et a. (1999), la réponse 1gG et liée au
stade de développement du vers: ele est plus précoce contre les antigenes de larves L que
contre les antigénes de vers adultes. De plus, cette réponse anticorps serait dose-dépendante.
En effet, lors dinfedation expéimentde, Cuquerdla e d. (1991) ont obtenu des
augmentations ggnificatives d'lgG en doublant le nombre utilise de laves infestantes
(passage de 2500 a 5000 L3).

Comme les IgA sriques, la concentration en 1gG du sérum ne peut pas étre mise en relaion
directe avec le statut immunitaire des ovins. Dans I'éude de GomezMunoz et a. (1999) ou
sont comparées les réponses anticorps entre moutons naifs e moutons immunisés, les profils
obtenus gores Western blot sont trés varigbles entre animaux. Aucune reation claire entre
protection (ovins primo-infetés versus ovins immunises) et reconnaissance de protéines
antigéniques particulieres N'a éé observée. De méme, Schdlig et d. (1995) ont trouvé qu’une
grande vaiété dantigénes éat reconnue par les 1gGl S&riques des animaux primo ou
secondairement infestés. En générd, le sérum des moutons capables de monter une réponse
IgG patidlement protectrice contre H. contortus (ovins immunisss) semble réagir plus
intensément en Western blots que le sérum des moutons naifs (Schalig et a., 1995). Notons
gue la reconnaissance d'un antigéne de 24 kDa est communément observée dans les extraits
somatiques ou les produits d’ excrétion-sécrétion du parasite (Schallig et al., 1995).

Les IgG pourraient avoir un effet direct sur le paraste en neutrdisant ou en inactivant des
enzymes métaboliques d'H. contortus (Gill et d., 1993b). Chez des moutons naifs, il N'y a pas
de cdlules contenant des IgG spécifiques du paraste dans la muqueuse abomasde. Ces
cdlues commencent & appadtre une semane pod-infestation, e contiennent

mgoritairement des 1gGl, les cdlules immunitares a 1gG2 locdes éant en quanttité
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n&lligesble (Gill et d., 1994). La trandocation d'IgG dans la lumiere digestive (Yacoob et d.,

1983) plaiderait en faveur d un réle important dans la réponse immunitaire,

 LeslgE

L’'infesation d'ovins par H. contortus provogue une augmentation des concentrations
sériques des IgE totdes, 2 a 4 semaines post-infestation (Kooyman et d., 1997). A I'autopsie,
il exige une corrdaion négative entre le nombre tota de vers et les taux d'IgE totdes
sriques. De plus, ces IgE sont mgoritairement dirigées contre des antigenes d excrétion
scréion de vers adultes e non contre des antigénes larvaires. Le role principa des IgE
seralent |’ activation de la cytotoxicité des mastocytes et des éosinophiles (Miller, 19964).

d) Roledescellules caliciformes et des mucines

L'activetion du syseme immunitaire du tractus digedtif lors d'infestation par des drongles
gastro-intestinalx, avec notamment la production d'IL-4 et IL-13, induit des changements
dructuraux et fonctionnels de la muqueuse digestive et des cdlules cdiciformes consgtant en
une augmentation de la motricité intestinde, une hyperplase du muscle lisse de la paroi
digestive et une augmentation de la production de mucus (Emery et d., 1993).

Chez le ra infesté par N. brasiliensis, ces modifications physiologiques sont concomitantes a
I’expulsion des vers (Rothwell, 1989). Les mécanismes d action du mucus dans la protection
contre les gtrongles gadtro-intestinaux sont encore ma définis. Le mucus jouerat un réle
protecteur en piégeant et délogeant les \ers, inhibant leur mohilité aing que leur capacité a se
nourrir (Rothwell, 1989). L’ expulson des vers coincide avec des changements au niveau de la
production de mucus, tant sur le plan quantitatif que sur le plan quditatif, avec une
modification de la compostion des mucines qui deviennent acides e sulfaiées (Koninkx et
d., 1988), ce qui favoriserait leur action sur les nématodes. L'incorporation de médiateurs
inflammatoires mastocytaires dans le mucus pourrait égdement avoir des effets dééteres sur
les vers (Rothwel, 1989). Ces mécanismes seraient identiques chez les moutons infestés par
H. contortus (Emery et al., 1993).
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e) Roledelamaotricitédu tractus digestif

La motricité du tractus digedtif lors d'infestation par des nématodes a principdement éé
éudiée chez les rongeurs de laboratoire. Les deux principales cytokines Thy, IL-4 et IL-13,
promeuvent la contraction des muscles lisses intestinaux (Zhao e d., 2003). Lors d'une
inflammation intestinde, 1'hyper-contraction des muscles lisses est trés importante dans la
patie proximade de l'intestin gréle dors qudle et plus reduite en patie digde (iléon,
cdlon), augmentant aind la propulson du contenu lumind e donc des paradtes vers les
paties digdes du tractus digestif et favorisant leur expulson. Chez la souris une associaion
positive a &é démontrée entre I'intensité de la contraction des muscles lisses intestinaux e la

capacité de I’ hote a expulser les parasites (Valance et ., 1997).

C. Conséguences de la réponse immunitair e adaptative sur lestraits de
vie du parasite

1. Manifestations de I'immunité contre les nématodes parasites adultes

a) Expulsion desversadultes

Le phénomene de «dHf-cure» a lieu quand des H. contortus adultes ingdlés sont
spontanément expulsés lors d'une infestation larvaire massive sur une trés courte période. |l
ed géngdement obsarve agores les pluies qui libérent de nombreuses larves infestantes
sequestrées dans les féces. (Adams, 1982 ; Miller et Horohov, 2006). Lors d'infestation
répétées, I'expulson des H. contortus adultes représente une conséquence fréguente de la
mise en place de I'immunité acquise (Barger et d., 1985). Le sdf-cure serait dose-dépendant,
les moutons expulseraient les adultes s la quantité de larves infedantes ingérées est
suffisamment importantes (>5000) (Luffau et ., 1981).

b) Réduction delataille desversadultes

Les obsarvations de la modification de la morphologie des nématodes gastro-intestinaux chez
les ruminants ont permis de décrire une réduction de la taille des nématodes adultes (Bdic et
d., 2000). Ce changement de morphologie, manifestation de I'immunité acquise, a &€ mis en
évidence chez des ovins infetés par H. contortus (Coyne et Smith, 1992).
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¢) Diminution delafécondité desfemelles

La réduction de fécondité des vers femeles est consgdérée comme une force de régulation
maeure des populations de strongles gastro-intestinaux chez les ovins (Stear et d., 1997). Les
mécanismes responsables de cette diminution de fécondité peuvent ére la résutante soit
d'une compétition densité-dépendante entre les parasites, soit de I'immunité acquise, soit des
deux, bien que les données issues de différentes éudes soient conflictudles (Baic e 4.,
2000). La diminution de la fécondité des femeles a é&é rapportée comme la conséguence
dinfestations répétées par H. contortus (Dineen & Wagland, 1966). La diminution de
fécondité des femelles peut étre appréciée (Onah et Nawa, 2000) :

- indirectement, par la mesure de I'excrétion doafs dans les matieres fécdes, mas de
nombreux autres facteurs peuvent influencer cette excrétion.

- directement, par le comptage du nombre doafs présents dans I'utérus des femeles

retrouvées chez I’ héte, ce qui est une méthode plus précise.

2. Manifestations de I'immunité contre les larves de nématodes parasites

a) Arré du développement deslarves (hypobiose)

L'aré du déveoppement des larves au stade L, dans la muqueuse de I'hdte et un
phénomene fréquent associé a la résistance de I'hdte chez les ruminants. Cependant, il et
auss lié a un certain nombre d autres facteurs tels que les variaions dimatiques et la dendté
parasitaire dans |’ hote (Bdic et d., 2000).

b) Résistanceal’ établissement de nouvelleslarves

La réduction du nombre de larves qui singdlent puis se développent en adultes est la
manifestation mgeure et la plus aboutie de I'immunité acquise dans les strongyloses gadiro-
intestindes (Onah et Nawa, 2000). Le fait que les larves ingérées n'arivent pas a s éablir
chez des animaux massvement infestés et appelé «exduson immunitare» (Miller et d.,
1983 ; Newlands &t d., 1990). On considére que ce phénoméne et a médiation immunitaire
car un tratement a base de corticoides empéche I'excluson immunitare (Jackson et d.,
1988). De plus, dle est dépendante de fortes doses larvaires infestantes.

Chez les ruminants, de nombreuses éudes sur la résstance aux larves infestantes ont permis
d éablir pluseurs points clés (Bdic et a., 2000) :
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» Cdte résgance a I'éablissement larvaire est plus fortement exprimée a I'issue de
contacts répétés sur de longues périodes avec des larves infestantes: and peut on
I'observer chez le mouton agorés sx ou huit semaines dinfedtaions expé&imentaes
guotidiennes par H. contortus (Barger et d., 1985).

> La résstance générée contre une espece de nématode peut agir contre d'autres espéces
présentes dans le méme tissu (résstance croiste a l'inddlaion de larves de différentes
espéces de nématodes).

» Pludeurs mécanignmes dexpulson exigeraent pemettant dexpliquer des dédas
variables de reget des larves: I'expulson des laves d'H. contortus peut avoir lieu dans
les heures qui suivent I'infestation (Miller et a., 1983) ou bien 4 a 7 jours aorés
I’ingestion des larves (Adams, 1982).

Les connaissances actudles sur la réponse immunitare face aux drongyloses gastro-
intestindes ont mgoritairement &é é&dblies a parttir d@udes sur des moddes dinfedations
paragitaires chez les murins. Chez les ovins infestés par Haemonchus contortus, de nombreuses
questions subsistent :

- la cinétique des mécanismes effecteurs, cdlulares ou humoraux, and que leur role dans le
controle de I’ haemonchaose, ne sont pas complétement ducidés,

- les phénoméenes d'immunomodulation par les populations parastares commencent a étre
éudiés chez les rongeurs mais I'on ne sait pas qudle place ils peuvent avoir dans |’ espece
ovine (Maizels et d., 2004),

- enfin, les variations de résstance a Haemonchus contortus entre races ovines restent a ce jour
inexpliquées e le role éventuel que pourrait jouer la réponse immunitaire adaptative dans cette

résistance reste a éclaircir.
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CHAPITRE |I: ETUDE EXPERIMENTALE

|. OBJECTIFSDESTRAVAUX DE THESE

La résstance des drongles gastro-intesinaux aux antheminthiques, autrefois limitée a
guelques nématodes du mouton et de la chevre dans I’hémisphére sud e a un nombre restreint
de molécules, a tendance a se développer & a séargir a toutes les classes connues
d anthelminthiques pour la plus part des nématodes des petits ruminants.

Chez ke mouton, la résistance des souches d’Haemonchus contortus a travers le monde a des
répercussions financieres séveres: aux pertes de production e aux mortalités engendrées par
cette nématodose, S goute le colt tres élevé des antheminthiques.

La recherche de méhodes dternatives a I'utilisation des antiparastares et donc
fondamentade. L’'une d'entre dles sintéresse a la sdection d'ovins résgants & Haemonchus
contortus. Puisqu'il exigte des différences de résstance au parasite entre races de moutons et
entre individus d'une méme race, des programmes de sdection généique ont vu le jour pour
comprendre et tirer profit de ce phénomeéne,

Les mécanigmes de la résgance demeurent inconnus. L’hypothése d'une réponse
immunitaire plus efficace chez les animaux résstants est actuellement privilégiée. La réponse
anticorps est une des composantes de la réponse immunitaire adaptative, son role exact reste a
définir. Cependant, pour les parastes hématophages comme H. contortus, la réponse
anticorps sérique de I'héte peut avoir un effet direct sur le tube digestif du nématode e sa

physiologie.

C'est pourguoi, dans nos travaux, la réponse anticorps a I1gG totales sériques a éé éudiée par
titrage ELISA, chez des ovins de race résstante (Barbados Black Belly) et comparée a celle
obtenue chez des ovins sensbles (INRA 401), &in de savoir S dle explique, en patie, la
différence de résistance entre ces deux races de moutons. Dans un second temps, les résultats
concernant les paramétres parasitologiques issus des mémes moutons (OPG, pourcentage de
larves et de vers immatures, nombre tota de vers, longueur des femelles...) ont &é exposss.
Ces réaultats ont été obtenus par Lacroux et a. (2006b). Enfin, la réponse anticorps a 1gG
totdles Sfriques & les parameétres parasitologiques ont &€ mis en padlde pour déerminer

d’ éventudles corrdations.
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Il. MATERIELSET METHODES

A. Modées expérimentaux
1. Lesanimaux

a) OvinsderacelNRA 401

La race INRA 401 est le produit d’un programme de recherche INRA ayant débuté en 1963,
dont le but éait de renforcer la productivité du troupeau ovin frangais en créant une souche de
moutons prolifiques, faciles a éever e bien conformés. Elle a &é créée au domane
expé&imental INRA de La Sapiniere pres de Bourges, par croisements entre une race
prolifigue (Romanov) et une race bouchere (Berrichon du Cher). C'est a partir de 1980 que
les premiers béliers ont é&é mis a la disposition des deveurs au niveau nationd. Cette race est
utiliste pour sa laine, de qudité moyenne, e surtout pour sa viande. Elle peut ére exploitée
sur tous les milieux et dans tous les modes d' devage. Les brebis produisent en moyenne deux
agneaux par portée e font preuve d'une trés bonne aptitude au désaisonnement naturel. A
I’heure actudlle, la race INRA 401 est principdement devée dans le sud de la France (60%
des effectifs) et se développe égadement dans les zones cérédiéres du Nord. La population est
de I’ ordre de 45 000 brebis. (Babo, 2000 ; Bureau des ressources génétique, 2005)

Dans notre travail, les ovins de race INRA 401 ont éé utilisss comme exemple dovins

sensibles au parasitisme gastro-intestind dii a Haemonchus contortus.

Photo 7: Ovinsderace | NRA 401

(Département des Sciences Animales © 2000, inapg-inra
http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/ganaderia/asociaci ones/exteriorovinos/)
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b) Ovinsderace BarbadosBlack Belly

Les ovins Barbados Black Bely représentent I'une des races ovines dites “a poils ou sans
laing’. C'est une race indigéne de I'lle de la Barbade, dans les Caraibes, dont |’ existence a été
enregistrée dés le XVII°® séde. Elle descend trés probablement des moutons africains de la
cte du golfe de Guinée qui ont é&é importés a I'époque de la traite des eclaves lors du
«commerce triangulaire». A I'heure actudle, les Barbados Black Belly se rencontrent surtout
aux petites Antilles, mais auss en Amérique latine tropicde. lls doivent leur nom & leur robe
fauwve-acgou avec un ventre, des extrémités, des sourcils, I'auge & des muqueuses noirs. Ils
sont édevés pour leur viande et leurs principdes qudités sont leurs bonnes performances de
reproduction ains que leur rudticité. (Naves et d., 2001 ; Mahieu et ., 1997)

Le noyau Black Bdly, entretenu et multiplié sur le domaine INRA de la Sgpiniere (Cher), a
été importé, sous la forme d'embryons, d'un devage INRA de Guaddoupe dans le but initia
de faire des éudes sur la saisonndité de la reproduction. Toutefois, la résistance de ce type
dovins au paradtisme gadro-intestind en fat un excdlent modele d éude de la réponse

immunitaire et de la régulation des populations de strongles, par comparaison avec une race
sensible comme I'INRA 401.

Photo 8: BrebisBarbados Black Belly Photo 9: Belier Barbados Black Belly
(S. Schoenian, université de Virginie (E.U.) & 2000 (http://hometown.aol.com/buffal ocreekfarm/images/p
http://www.blackbel lysheep.org/articles/blackbellies in_c i cture%20094%20low.jpg)

aribbean_photos.htm)
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c) Adge, sexe et entretien des animaux

Les animaux ont éé inclus dans nos expéimentations vers 34 mois d ége e sont uniquement
des mées, pour des raisons de disponibilité limitée des femelles de race pure Barbados Black
Bdly. De leur arivée a I'autopse, ils ont &€ maintenus a I'intérieur et dimentés avec du foin
avolonté et du concentré &fin d' éviter toute infestation accidentelle.

2. Lesparasites

Les larves d'H. contortus utilisées proviennent de la souche « Humeau» isolée d'un éevage
caprin dans la région du Quercy. Les larves infestantes sont récoltées a partir de coprocultures
de matiéres fécades d'agneaux. Les larves utilistes en expérimentation ont environ 1 a 2 mois

d &ge et sont conservées a4°C.

3. Infestations expérimentales

Les ovins ont &¢é infestés par voie orae a la seringue, avec des doses de 10 000 Lg, en primo

comme en réinfestation. Une telle dose est suffisante pour entrainer une réponse chez |'hate,

mas n'entraéine pas de sgnes dliniques extrémes voire la mort des animaux au cours de

I" expérimentation.

Les animaux ont é&é divisés en trois groupes

» Un groupe primo-infeté ou immunisé (groupe A): ces animaux ont é&é infetés une
premiere fois a JO (immunisation). Au bout de 30 jours, ils ont recu un tratement
anthdminthique par voie orde (lvermectine ORAMECO Ovin 02 mgkg) visat a
édiminer cette premiére infedtation. Aprés 15 jours de repos, ces animaux ont é&é
réinfestés avec une dose parasitaire smilaire (45).

» Un groupe naif (groupe B): ces animaux ont é&é infestés une seule fois a J5.

> Un groupe contréle (groupe C): ovins non infestés.

Afin de suivre la cinétique de la réponse immunitaire e de ses effecteurs mas égdement
I’évolution de la population paredtare au sen de I'hote, les expé&imentations ont éé
conduites avec des points d abattage des animaux correspondant & une éape précoce du
développement d'H. contortus : transformation des larves de stade 3 en stade 4 (J4), et alafin
présumée du développement parasitaire avec présence d' adultes maes, et femelles excrétrices
d oaufs a J30.
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Tableau 5: Description chronologique del'expérimentation

I nfestation Traitement Infestation -
REES Groupes initiale Anthéminthigue ~ 10000H. contortusL,  T\OMBPr & demoutons autopsies
_ culises 0 30 45 49 75
I’ expérimentation
Immunisés (A) + + + =5 n=5
INRA 401 Primo-infestés (B) - + + n=5 n=5
Contrdle (C) - + - n=4 n=4
Immunisés (A) I i + n=4 n=5
Barbados Black Primo-infestés (B) i + + n=4 n=5
Belly
Contrdle (C) - i - n=3 n=4
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B. Etudesdes populations parasitaires

1. Comptage des oaufs de strongles dans les matieres fécales

Le nombre d' caufs de strongles par gramme de matieres fécdes (ou OPG) est évaué par la
techniqgue de McMagter, modifiée par Raynaud (1970). Elle permet de suivre I'excrétion des
casfs pendant la période de ponte des vers femdles, qui fait générdement suite a une période
dite prépatente, durant de 17 a 21 jours gpres I’ infestation de |’ héte.

Les prédevements ont éé effectués deux fois par semaine, de J15 a J30 pour les groupes A €
de J60 a J75 pour les trois groupes.

Les matieres fécales sont directement prélevées dans le rectum des ovins e sont pesées. Un
volume de 42 mL de NaCl (d=1,19) et gouté a une quantité d'environ 3 grammes de feces
(obtention d'une suspenson de maiéres fécaes diluées au 1/15°™). L'ensemble est
homogénése a I'ade d'un agitateur puis filtré dans une passoire a thé. Cette solution sdine,
d' une dendté supérieure a cdle de la plupart des caufs de paradtes, permet la flottation des
cafs d'H. contortus, tout en laissant couler les débris fécaux. Un échantillon du surnageant
ang obtenu permet de remplir les deux cdlules de la lame de McMager (environ 0.5 mL par
cdlule). Dans chague cellule se trouve un réseau quadrillé correspondant a un volume de 0.15
mL.

Le comptage des caufs et rédisé dans |'ensemble du réseau. Le nombre d caufs par gramme

(OPG) et dors donné par laformule :

OPG = (nombre d' caufs'volume total du réseau)x(volume de NaCl + masse des féces)
masse des féces

De fagcon plus smple, chaque cdlule de la lame de McMagter a un volume connu de 0,15 mL
donc, comme la solution est diluée au 1/15°™, le nombre d cafs comptés est celui contenu
dans un centiéme de gramme de féces. Pour obtenir le nombre d' oafs par gramme, on
multiplie le résultat obtenu lors du comptage sur une cdlule par 100 (on consaille toutefois de

compter les deux cdllules. Le facteur de multiplication et dors de 50), soit :

OPG = Nombre d' oaufs dans les deux cdlules de lalame de McMaster x 50
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2. Mise en culturein vitro des caufs de Haemonchus contortus

Le développement des oaffs en larves infestantes L3 correspond a la phase libre du cycle
parastaire des Trichostrongles. Cette étape revét une importance particuliere puisque son
échec peut mettre en péril I'ensemble du cycle parasitaire. Nous nous sommes intéressss a la
capacité des caufs récoltés dans les matiéres fécades a se transformer en L &fin de véifier que
des oafs issus d'ovins résgants (comme les Barbados Black Bely) ont ou non la méme
capacité aévoluer en Lz que des caufs excrétés par des animaux de race sensible.

A la fin de I'exp&imentation, les matieres fécdes des moutons sont préevées pendant
I'autopsie, directement dans le rectum. 3g de chaque échantillon sont utilises pour évauer
I’excrétion d'oeufs, tandis que le reste est pese et mis en culture a 23°C pendant une dizaine
de jours, période au cours de laquelle eles sont régulierement humidifiées. Au bout de 10
jours, les échantillons sont transférés dans un appareil de Baermann pour récolter les larves
infestantes L3. 24h plus tard, le liquide contenu dans I’ appareil et récupé&é. Le comptage des
larves S effectue dans 500 nL de suspension. Pour optimiser le dénombrement des larves, les
matiéres fécdes restantes (gpres Bagrmann) sont de nouveau pesées et 1g de cdles-ci et
dissout dans 100 ml d’'eau. Les larves sont comptées dans 10 ml de suspension e le totd et
additionné a la vaeur précédente correspondante. Au find, le pourcentage d’ oaufs présents au

départ qui ont évolué en larve L3 est calculé de lamaniere suivante

% de larves produites =
100 x nombre tota de larves dénombrées/ (OPG x masse de fécés mise en culture)

3. Etude guantitative et qualitative de la population parasitaire chez |’ hbte
(bilans parasitaires)

L’andyse quantitative de la population de strongles chez I'hGte permet de cdculer le taux
dingdlaion des larves infestantes gréce au nombre tota de vers recuellis dans I'organe
cible, e donc de comparer I'ingalation entre races résdantes e sensbles, entre ovins
immunisas e naifs, ou entre animaux d un méme groupe. A I’ autopsie, la calllette est isolée.

Pour chague organe, les vers sont recherchés dans le contenu de I'organe (a@ind que dans les
lavages des parois de celui-ci) gpres passage a travers un tamis de 40 um afin d' éclaircir les
débris dimentaires. Les vers sont auss recherchés dans la paroi de I'organe, afin de récupérer
et de dénombrer les larves Ly contenues dans la muqueuse. Pour cela, I’ organe cible est digéré

dans une solution d' acide chlorhydrique / pepsine pendant 6 heures a 37°C.
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Le contenu abomasal et filtré sur un tamis de 40mm. Les lavages de la muqueuse et les
digestats sont préservés par addition d’'un large volume d éhanol 70° jusqu'a andyse. Leur
volume est ensuite gudé a 1 litre e le nombre tota de vers et etimé dans un diquot de
10%.

En pardlde du nombre tota de vers, une andyse quditaive de la population de strongles est
rédiste en dénombrant les différents stades parasitaires: laves L4, vers immatures maes et
femdles, vers adultes mies et femdles. Cette andyse, lorsgu'ele est effectuée sur des
prédévements en cinéique, permet d'apprécier le développement des vers sur la période

considérée, aing que le respect ou non du schéma habituel de maturation larvaire.

4. Etude de lafécondité des femelles parasitaires adultes

Un des effets de la réponse immunitaire sur la population paraditaire est une diminution de la
fécondité des vers femelles. Cette fécondité peut étre appréciée par deux parametres :

- lalongueur totale des femelles, directement liée & leur degré de maturation

- lenombre d oaufs qu'’ elles contiennent dans leur utérus

Lors des dénombrements des différents stades paraditaires a J75, une vingtane de femdles
par anima et prdevée e conservée dans de I'é&hanol a 70°. Ces femdles sont, dans un
premier temps, mesurées, puis plongées jusgu'a compléte désintégration dans de I'eau
didillée avec 200 pL de solution Milton Steilizing fluid 20% (Milton Pharmaceutica LTD,
contenant 2% w/v eau de Javel e 16% wi/v chlorure de sodium). Cette éape a pour but de
libérer les caufs de I'utérus de la femelle Leur paroi éant reativement épaisse, ils résigent
plus facilement a la désintégration dans la solution d'eau de Javel que le corps de la femdle,

et peuvent aing étre dénombrés (Kloosterman et d., 1978).

C. Exploration de la réponse immunitaire humorale

La réponse humorde ou réponse «anticorps» peut ére éudiée a I'échele de I'organisme
(réponse générde ou systémique) ou a I'échele de I'organe cible de I'infedtation paraditaire
(réponse locale) soit, dans notre cas, la caillette. Nous avons chois de nous intéresser a la
réponse anticorps sysémique en immunoglobulines G. Elles sont détéctées par une méthode
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).
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1. Coallecte des pré évements

Une prise de sang hebdomadaire sur tube sec est rédisée sur I'anima par ponction jugulaire.
Le s&rum est récupére gpres une centrifugation de 5 minutes a 5000 rpm, puis congelé a
—20°C.

J0 J30 H5 J75

e._0 [ ) [ )

J5 NS Ji6 J24 J52 J59 J66 J73
primo-infestation traitement - primo- abattages
groupes A anthel minthique infestation tardifs

groupes B i75
- 2 infestation
groupes A

Figure 3 : Répartition chronologique des prises de sang

‘-prisede%ng

2. Préparation des antigenes

Différentes préparations antigéniques ont &é utilistes pour mettre en évidence des anticorps

écifiques:

» Les produits d excrétion-sécrétion de vers adultes (PES), car ce sont les différentes
protéines produites par le ver adulte pour assurer sa nutrition et sa reproduction.

» Des broyats totaux de larves L, car ce sont les premiers antigenes parasitaires en contact
avec I'hote.

L’obtention de vers adultes et rédisée par infestaion massve (50 000 larves infestantes)

d un mouton donneur, euthanasé 30 jours gorés le chalenge. Les vers adultes sont isolés du

contenu dimentare abomasad. Aprés pluseurs lavages dans du PBS contenant de la

pénicilline (100 UI/mL) et de la streptomycine (1 mg/mL), ces vers sont maintenus a 37°C,

pendant une nuit environ, sous 5 % de CO, dans la méme solution de PBS a raison d'une

densté maximae de 50 adultes par puits de 200 niL de plague de culture cdlulare. Le

surnageant de cette culture (produits d' excrétion-sécrétion) est alors collecté et filtré (0.2 pum).

Les antigenes de larves L3 sont obtenus aprés trois cycles de congéation / décongéation des

larves (70°C ; 25°C), homogénéisation a 4°C et centrifugation a 30 000g pendant 30 minutes

a 4°C. La concentration en protéines de ces surnageants est déterminée par la méthode de

Lowry et d. (1951).
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3. Détermination des conditions optimales pour |I' ELISA

Les concentrations optimaes des réectifs utilisés (anticorps secondaire conjugué a une
péroxydase), des préparations antigéniques et les dilutions des échantillons de sérum sont
déterminées par des s&ries de tests sur des échantillons positifs (s&rum d'ovins immunisés
avec le paadte dintérét) et négatifs (s&rum d'ovins controles, nonrinfestés). Les réaultats
détaillés de ces tests ne sont pas présentés. En revanche, les paramétres retenus sont présentés
dans le tableau 6. Ils permettent dobtenir un bruit de fond minima e une digtinction
maximae entre les échantillons positifs et négetifs.

Tableau 6 : Conditions optimales de détection d'IgG sériques, dirigées contre des antigénes d'excrétion-
sécrétion de vers adultes (Ag ES) ou contre des antigenes de broyat total de larves Lz ( Ag Lj3)
d Haemonchus contortus, par technique EL 1 SA.

Type d antigene AgES Agls
Concentration de I’ antigene (ug/mL) 2 1
Dilution du s&rum 1:200 1:200
Dilution du conjugué 1:1000 1:1000

4. Technique ELISA

La méthode employée dans nos travaux est un test ELISA indirect.

» Des plagues a fond plat (Nunclon, VWR Internationa) sont coatées avec 100 pL/puits
d antigéne dilué dans un tampon carbonate pH = 9,6. Les plagues sont emballées dans du
papier d'aduminium et lass®es pendant une nuit au réfrigeraeur a 4°C. Le lendemain
matin, ces plagues sont lavées deux fois avec du PBS pH=7.2 contenant 0.1% de Tween
20 (PBS-T), puis séchées.

» Afin de minimiser la fixation non spécifique des anticorps, les plagues sont mises a
I’éuve pendant une heure a 37°C en chambre humide, avec 200 pL/puits de PBS-T
contenant 5 % de lait demi-éorémé (RégilaitO). Les plagues sont ensuite vidées et

sechées sans lavage.
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» 100 niL de s&rum a la dilution optimale prédablement déterminée sont goutés par puits
(trois puits par sérum) et incubés pendant une heure & 37°C en chambre humide, puis
lavées trois fois avec du PBS-T. Lors du troiséme lavage, le PBS-T est laisse pendant
cing minutes avant de sécher les plaques.

» Pour mettre en évidence les 1gG totales, les plagues sont incubées a 37°C pendant une
heure et demie en chambre humide, avec 100 pL/puits de conjugué anti-1gG d ovin dilué
dans du PBS-T (Sgma Immuno Chemicds, réf. A3415). Les plagues sont ensuite lavées
troisfoisau PBS-T puis séchées.

» La révéldion s fat sdon une réaction colorimétrique par une incubation des plaques
avec 100 pL/puits de révéateur, pendant une heure a 37°C en chambre humide La
solution de révélateur comprend 100 ml d'eau didtillée, un comprimé de 2,2'-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid, Sigma, réf. A9941), un comprimé de tampon
citrate (Citrate buffer tablets, Sigma, réf. 104.4) et 25 nL de péroxyde d hydrogene
(Hydrogene-peroxyde, Sigma, réf. H1009). La réaction et stoppée en placant les plagues
pendant 15 minutes a4°C.

> La densté optique et dors mesurée a la longueur d'onde 405 nm par un
spectrophotometre (Microplate Reader, Dynatech). Le réaultat find a &€ exprimé en
densité optique corrigée, c'est a dire la dengté optique obtenue par le lecteur a laquelle a
été retirée la vaeur obtenue pour les puits «blancs» contréles, ne contenant initidlement
gue du PBS.

D. Analyses statistiques

Les comparaisons entre les différents groupes expé&imentaux et entre les différentes dates de
la cinétique ont é&é effectuées au moyen du test datistigue non paramétrique de Kruskal-
Walis gréce au logicid SYSTAT. Le suivi de certains parametres sur les mémes animaux a
des dates successives a fait I'objet d'une andyse de variance en données répétées (SY STAT).

Une probabilité inférieure a 5% a é&é condgdérée comme significative.
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[1l. RESULTATS

A. Comparaison desréponses anticorpsa lgG totales dansle sérum des
ovinsINRA 401 et Barbados Black Belly (BBB) lorsd’infestation par
H. contortus

Les moyennes et les écarts-types des résultats obtenus par ELISA sont présentés dans les
tableaux en annexes (p.97 a 102).

1. 1gG totales spécifigues des produits d excrétion-sécrétion de vers
adultes d' H. contortus

a) OvinsdesgroupesA, abattus4 jours post-infestation

De J0 a M9, la réponse anticorps des BBB est plus importante que celle des INRA 401, mais
la difference nN'ext pas dgnificative La vadeur importante de dendté optique moyenne
observée chez les BBB aJ16 est due aun animd du groupe (Figure 4a).

b) OvinsdesgroupesA et B, abattus 30 jours post-infestation

Pour les agneaux des groupes A, la premiere exposdition a Haemonchus contortus induit une
sé&roconversion a patir de J16 méme s cdle-ci reste trés discrete chez les INRA 401, Assez
rgpidement, la réponse 1gG systémique des animaux de race Barbados Black Bdly et
dgnificativement supérieure & celle des animaux de race INRA 401 (P < 0,05). Cette
différence s estompe apres traitement a J30. Lors de la seconde infestation, les réponses 1gG
sont similaires en terme d'intensité entre les deux races (Figure 4b).

Pour les agneaux des groupes B, I'infestation a lieu a J30. De cette date a J75, aucune
différence dgnificative entre races napparait ce qui vient contredire les résultats de la
premiére infestation des animaux des groupes A (Figure 4c). Dans les deux races, cest a
partir de JB9 que la réponse anticorps et significativement (P < 0,01) plus devée que celles

des groupes contréles.
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2. 10G totales spécifiques des antigenes somatiques de larves L, d' H.
contortus

a) OvinsdesgroupesA, abattus4 jours post-infestation

Les densités optiques enregistrées sont élevées dans les deux races de JO a M9. Il ne semble
pas y avoir de variation importante de I'intensté de cette réponse IgG tout au long de I’ éude
(Figure 59).

b) OvinsdesgroupesA et B, abattus 30 jours post-infestation

Chez les agneaux immunisés des groupes A, de J0 a J75, il n'y a aucun effet race sgnificatif.
(Figure 5b). De J30 a J75, dans les deux races, les réponses anticorps restent treés proches de
celles de leurs groupes controles respectifs.

Concernant les agneaux des groupes B, de J30 a J75, il n'y a pas de différence entre les INRA
401 et les BBB (Figure 5¢). De plus, comme pour les groupes A, les igponses anticorps des
deux races restent tres proches de celles de leurs groupes contrél es respectifs.

Au s2in d'une méme race, il N'y a pas d effet groupe dgnificetif. De J30 a J75, les vadeurs des

groupes C restent relativement stables au cours du temps, avec une légére diminution des

densités optiques chez les BBB (perte de 0,1 point).
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Evolution des densités optiques (DO) obtenues par ELISA pour letitrage des1gG totales

dirigées contreles produits d’ excr éion sécréion (PES) d' H. contortus:

0,700 1 ——INRA 401 —=—Black Belly
0,600
¢ 0,500 F
S A
S 0,400
o
& 0,300 \E/ \i/li
£ 0,200 §___\i§‘/k/!\ /1
(@]
0,100
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JO J5 J9 J16 324 J30 Jas J49
temps
Figure 4a: Réponse |l gG systémique spécifique des PES de ver s adultes chez
lesovinsdesgroupes A (abattage 4j post-infestation)
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Figure4b: Réponse | gG systémique spécifique des PES de versadultes chez les
ovinsdesgroupes A (abattage 30j post-infestation)
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Figure4c: Réponse | gG systémique spécifique des PES de ver sadultes chez les
ovinsdesgroupes B (abattage 30j post-infestation)

68



Etude expérimentale

Evolution des densités optiques (DO) obtenues par EL1SA pour letitrage des|gG totales
dirigées contre les antigénes somatiques de larves L3 (AgL3) d'H. contortus :
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Figure5a: Réponse | gG systémique specifique des AglL s chez les ovins des
groupes A (abattage 4j post-infestation)
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Figure5b: Réponse 1gG systémique spécifique des AglL; chez les ovins des
groupes A (abattage 30j post-infestation)
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Figure5c: Réponse 1 gG systémique spécifique des AglL s chez les ovins des
groupes B (abattage 30j post-infestation)
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B. Résultats parasitologiques (Lacroux et a., manuscrit en préparation)

1. Excrétion fécae d’ caufs dans les matieres fécaes

Aucune excrétion fécde n'a éé enregistrée chez les agneaux des groupes contrbles (C) au
cours de I'expérimentation. Ceci a éé confirmé a I'autopse par I'aisence de vers dans la
callette. Durant la premiere phase de I'expéimentation (primo-infestation J0-J30), des
animaux des groupes A, I'excrétion fécde d oafs a commence a J19 chez les agneax INRA
401 et aJ23 chez les BBB (Figure 6a). De plus, les comptages d oaufs chez les animaux BBB
sont significativement plus bas que chez les INRA 401 (P<0,001). Pendant la deuxiéme phase
(J45-J75), I'excrétion fécde d caufs a éé observée a J64 pour les agneaux INRA 401 et a J66
pour les BBB (Figure 6b), c'est a dire respectivement 19 e 21 jours aprés la seconde
infetation. La différence entre les groupes immunisés e primo-infetés au sein d'une méme
race N'est pas sgnificaive méme 9 une baisse de I'excrétion d caufs a pu étre observée chez
les agneaux INRA 401 lors de la seconde expostion. De fagon similaire a ce qui a é¢é observé
pendant la phase de premiére infestation des groupes A, les excrétions d caufs des BBB du
groupe B sont plus basses que celles des INRA 401 du groupe B (P=0,005). Néanmoins, il n'y
a pas de différence entre les comptages d' caufs des BBB et des INRA 401 des groupes A.

2. Nombre tota de vers, taille et fécondité des femedles adultes d' H.
contortus

Les réaultats de ces paramétres parasitologiques sont présentés dans le tableau 7.

A J9 (4 jours aprés la seconde infedtation), seules des larves Ly ont éé retrouvées dans la
callette des agneaux des deux races. Les groupes A e B dagneaux BBB ont des
dénombrements de vers sgnificativement plus bas que les INRA 401 (P<0,005), et il n'y a
pas d effet groupe al’intérieure d' une méme race.

A J75 (30 jours agprés la seconde infestation), il n'y a pas de différence significative entre les
dénombrements de vers des groupes A et B des agneaux INRA 1. Au contraire, le nombre
tota de vers est plus important chez les BBB immunises (P<0,005) par rapport aux BBB
primo-infestés (groupe B). De plus, seuls les agneaux BBB primo-infestés (groupe B) ont des
dénombrements parasitaires plus bas que les INRA 401 (P<0,005).
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A J75, des vers a tous les stades de développement (des larves Ly aux adultes) sont présents
dans tous les groupes d'agneaux. Des pourcentages plus dlevés de Ly & dimmatures sont
observés chez les INRA 401 du groupe A (P=0,011) et chez les BBB du groupe B (P<0,005)
suggérant un développement retardé des parasites. Les vers femeles récoltées chez les INRA
401 immunisés sont Sgnificativement plus courts et contiennent moins d'caufs in utero que
les agneaux INRA 401 primo-infestés (P<0,005). Cette différence n'est pas observée entre les
agneaux BBB des groupes A et B. Les comptages d' oaufs in utero des vers issus des BBB sont
comparables a ceux des INRA 401 immunisés et Sgnificativement plus fables que ceux des
INRA 401 primo-infestés (P<0,001). Un profil smilaire et observé concernant la taille des
vers femeles, excepté le fait que les vers des BBB du groupe B soient plus courts que les
INRA 401 du groupe A.

3. Développement des caufs d' H. contortus en larves infestantes

Les proportions d caufs d'H. contortus qui se sont développés en larves Ls apres 10 jours de
culture varient de 24,5% a 44,4%, maisil n'y a pas d' effet groupe ni d' effet race.

71



Etude expérimentale

opg

20000 - INRA 401 groupe A ® BBB groupe A
16000 T
12000
8000 w'
4000 i
e om M e N
J16 J19 J21 J23 J26 J28 J30

Temps

Figure 6a: Moyennes des coproscopies durant la phaseinitiale de primo-infestation
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Figure 6b: M oyennes des coproscopies durant la 2"% phase d'infestation
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Tableau 7: Nombretotal devers, longueur et nombred’ caufsin utero desversadultesfemelles, stade parasitaire et genre des populationsd' Haemonchus contortus.

Longueur des

Jours post- Nombretotal de adultesfemelles Noniwr?r&g’rgajfs L Immatures Immatures Adultes Adultes
; ) Race Groupe  vers(moyennet/- (mm) i 04 males femelles Al (0 femelles
infestation écart-type) (moyenne+/- (r;(;)r/teirt\ne; (%) (%) (%) males (%) (%)
écart-type) yp
A 1650 + 467 - - 100 - - - -
INRA
401
B 1892 + 535° - - 100 - - - -
4(H9)
A 695 + 458° - - 100 - - - -
BBB
B 1205 + 246" - - 100 - - - -
A 4370 + 9022 168+ 1.2° 334+ 2017 15 6 7 A4 38
INRA
401
B 5558 + 763 198+ 1.4° 713+ 129 6 2 4 4 a7
30 (J75)
A 4274 + 1980° 148+ 1.9° 234 + 120° 8 4 5 40 43
BBB
B 2465 + 623 146+ 122 180+ 70° 10 12 13 3B 30

ab: A une date donnée, les moyennes de la méme colonne avec des lettres différentes sont significativement différentes (P<0,005).
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C. Relation entre la réponse anticorps systémique a 1gG et les
parametr es parasitologiques

Les coefficients de corrélation entre la réponse 1gG e les paramétres parasitologiques sont

présentés dans les tableaux 8a, b, C.

Chez les agneaux abattus tardivement a J75, aucun paramétre parastologique n'est corréé
sgnificativement a la réponse 1gG sysémique dirigée contre les antigenes somatiques de
larves L3, excepté le pourcentage d'indalation d'H. contortus chez les INRA 401 du goupe
A qui est positivement corrélé alaréponse anticorps (r = 0,90 ; P<0,05).

En revanche, la réponse anticorps dirigée contre les antigenes d excrétion-sécrétion (Ag ES)
de vers adultes est dgnificativement corrélée avec le pourcentage dinddlaion des vers,
positivement chez les BBB du groupe A (r = 0,93) et négativement chez les INRA 401 du
groupe B (r = -0,86). La proportion de larves immatures chez les BBB du groupe A ains que
le nombre d' casfs in utero et I'excrétion d oaufs des parasites des INRA 401 du groupe B sont
corrélés négativement a la réponse anticorps (r = -0.99; -0,99 et -0,82 respectivement ;
P<0,05). Le pourcentage de larves Lz obtenues aprés coproculture et positivement corrdé a
laréponse 1gG (Ag ES) des BBB du groupe A (r = 0,82 ; P<0,05). (tableau 8a)

Lorsque I'on considére les races ovines indépendamment des groupes, la proportion des vers
immatures chez les INRA 401 est postivement corrdée a la réponse 1gG dirigée contre les
antigenes d'excrétion-secrétion (r = 0,66; P<0,05). De plus, chez les ovins INRA 401, la
longueur des vers femdles, le nombre d'casfs in utero & I'intensité de I'excrétion d oeufs
sont négativement corrdés a la réponse anticorps contre les antigenes ES (r = -0,78 ; -0,75 ¢t -
0,68 respectivement ; P<0,05). (tableau 8b). La reaion négative entre développement des
vers, fécondité des femdles e intensté d'excrétion d'oafs d'une pat, e intensté de la
réponse 1gG spécifique des produits d excrétion-sécrétion des vers adultes observée chez les
INRA 401 n’ et pas retrouvée chez les agneaux de race Barbados Black Belly.

Chez les agneaux abattus précocement a J49, seuls les pourcentages dinddlation d'H.

contortus ont éeé chiffrés. Aucune corrdation sgnificative avec les groupes ou les races

d ovins ' a éé observée. (tableau 8c)
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Tableau 8a: Coefficientsde corrélation entrelaréponse anticor ps et les paramétres par asitologiques, en fonction des groupes des agneaux abattusa J75

Parametre % d’'installation % delarvesimmatures % deL ;cultivées Longueur desfemelles CEufsin utero Excrétion d’ caufs
Race INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB
Groupe A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B
1gG(ES) 046 | -086| 093 | 000] 008 0.76 | -099| 0251 006 | 069 | 082 | 034 ] -047| -077] 069 | 022 ] -032| -099( 012 | -006| -045| -082| 055 | 0.35
1gG(L3) 090 | -004| 008 | 050 -010| 053 | -045| -004] 068 | 019 | 031 | 002 ] -0.18| -0.36( -0.14| 059 | 017 | -0.20| -0.73| 049 | 0.10 | 008 | -049( 0.47
Tableau 8h: Coefficientsde corrélation entrelaréponse anticor ps et les parameétres par asitologiques, en fonction dela race des agneaux abattusa J75
Paramétre % d’'installation % delarvesimmatures % deL;cultivées Longueur desfemelles CEufsin utero Excrétion d’ oaufs
Race INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB INRA 401 BBB
1gG(ES) -0.46 057 0.66 -041 0.39 0.4 -0.78 0.53 -0.75 011 -0.68 047
1gG(L3) 0.16 0.16 0.30 -011 045 011 -0.30 012 -0.12 -0.31 0.01 -0.31
Tableau 8c: Coefficientsde corréation entrelaréponseanticorpset le
pourcentage d'installation deslarves, chez les agneaux abattus a J49
Paramétre % d’installation % d’installation Légende:
Race INRA 401 BBB INRA 401 BBB - 1gG(E9)/(Ls): réponse 1gG en fonction de
Groupe A B A B I’ antigéne utilisé pour |e test ELISA
IgG(ES) |-0.65|-0.10| 0.85 |-0.06 -041 0.24 - Enrouge: P<0,05
IgG(Ls) |-0.22|-0.56|-0.20 | -0.69 -0.29 0.4
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V. DISCUSSION

Le dispostif expé&imenta décrit dans la patie « Matériels et Méthodes» a é&é mis en place
din dapprécier I'implication éventudlle de la réponse antticorps IgG sysémique dans la
résstance a H. contortus chez les ovins INRA 401 et Barbados Black Bely. Les animaux
utilises étaient de jeunes agneaux &gés de 5 a 6 mois au début de I'expé&imentation et
denviron 8 mois a la fin de la manipulation. Cette caractéristique est importante car on sait
gue les jeunes moutons ne sont pas pleinement immunocompéents e qu'en particulier, ils ne
peuvent pas encore controler I'ingalation des larves infestantes (Cuquerdla et a., 1991;
Schdlig, 2000). D’'autre pat, les primo-infedtations et les ré-infestations par H. contortus
éalent massves (10 000 larves infestantes a chaque fois) et administrées en une seule fois a la
seringue. Cette moddité expé&imentde est tres différente de ce qui se passe dans les
conditions naturelles au péturage. De plus, la durée de chacune des infedtations a éé courte (1
mois environ) ce qui laisse peu de temps, notamment aux animaux des groupes B, pour
monter une réponse anticorps importante. Enfin, il aurait &é préférable de disposer d effectifs
plus importants, mais cela n'a pas &é possible pour des raisons de digponibilité d'animaux de
race pure Barbados Black Belly.

Le premier objectif de notre éude éait de mesurer e de comparer I'intensité de la réponse
anticorps 1gG  systémique entre les deux races ovines, contre les antigenes d excrétion
scrétion d'H. contortus adultes e contre les antigenes somatiques de L3 lors de primo-
infestation et de ré-infestaion. Les intensités des réponses IgM et IgA sfriques n'ont pas éé
mesurées dans ce travail. En effet, les données de la littérature et I’ expérience acquise dans le
laboratoire indiquent que la réponse IgM <érique et identique chez les animaux infestés et
chez les animaux contréles, enfin, la réponse s&rique IgA est tres faible et ne refléte pas la
réponse IgA locde (Schdlig e d., 1995). La réponse 1gG se décompose chez les ruminants
en réponse 1gGL et 1gG2. Toutefois, chez les ovins, la grande mgorité des 1gG (> 90%) sont
des 1gG1 (Schdlig et d., 1995). Dans les animaux des groupes A, il semble que la réponse
1gG systémique, specifique des produits d excrétion-séerétion des vers adultes et initiée lors
de la premiere infestation, soit plus précoce chez les BBB que chez les INRA 401. Un premier
contact avec H. contortus saccompagne généraement d une réponse anticorps faible comme
ceda a pu ére montré dans diverses races européennes (Cuquerdla et a., 1991 ; Gomez-
Munoz et d., 1999; Schdlig et d., 1995). Certains animaux de race Barbados Black Belly

démontrent une aptitude a une réponse 1gG rapide. Lors de la seconde exposition, la réponse
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des animaux INRA 401 samplifie trés nettement pour ateindre en intensté cele des
Barbados Black Belly. D’une fagon surprenante, quelques agneaux INRA 401 du groupe B
(Figure 4c) ont démontré une plus grande précocité de leur réponse IgG systémique
(équivdente a cdle des agneaux Black Belly) que leurs congénéres du groupe A lors de leur
premiére infestation. 1l parait probable que des variaions individudles soient responssbles de
ces différences. La réponse 1gG systémique specifique des antigénes de larves L; et trés
fable Les vdeurs de densté optique observées gores infedtation expé&imentde sont trés
proches de celes des animaux témoins. Ce phénoméne avait d§a é&é observé chez les
moutons INRA 401 (Lacroux et a. 2006b). Les réponses a ces deux antigénes seraient donc
indépendantes. Toutefois, d'autres travaux, sur des races ovines différentes, ont montré de
fortes réponses 1gG contre les antigénes de Lz (Schallig et d. 1994, 1995).

Le deuxieme objectif de notre travall éait de comprendre les réles éventuels des 1gG totaes
dans la régulation des populaions d'H. contortus. Chez les ovins INRA 401, la réponse 1gG
sysémique et négativement corrdée aux paametres de développement des vers
(pourcentage dingdlation, nombre doafs in utero, excréion doafs e longueur des
femelles) et podtivement corrdée au pourcentage de vers immatures. Ces résultats, identiques
a ceux recuellis par Lacroux e a. (2006b) toujours chez les agneaux INRA 401, montrent
que, dans cette race, les IgG systémiques sont probablement impliquées dans le retard de
développement des vers. Le mécanisme exact d'action des anticorps n'est pas connu mais,
compte tenu du fat que les larves L4, les immatures et les adultes d'H. contortus sont
hématophages, on peut faire I’hypothese que les IgG du sang accédent directement aux vers et
agisent par neutrdisation d'enzymes excrétées secrétées perturbant and la nutrition du
parasite. 1l est égaement fort probable gu'un phénoméne de coopération puisse exister entre
certaines cdlules inflanmatoires comme les éosinophiles e les anticorps dans un processus
de dégranulation, complete ou partielle, anticorps dépendant. Les corrdations précédentes
n'ont pas éé retrouvées chez les agneaux Barbados Black Belly, qui pourtant, démontrent une
plus grande résstance. Méme s certains agneaux Black Bely ont montré une reative
précocité de la réponse IgG systémique contre les produits d excrétionséerétion de vers
adultes, la différence de résistance entre les deux races ne peut pas ére imputée a des
varidions de précocité ou dintensté de cette réponse. Nos résultats doivent toutefois étre
interprétés avec précaution, car nous n'avons pas d'information sur la spécificité de la réponse
1gG systémique des agneaux Black Belly et INRA 401. Or, des travaux rédisés sur la réponse

anticorps locale contre Ostertagia circumcincta ont montré que la spécificité des IgA avait un
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role mgeur dans la résistance acquise (Strain et Stear, 1999). De méme, les travaux de
Schdlig e d. (1994b) ont montré que les IgG1l de moutons de race Texe, naifs ou
prédablement immunisés, reconnaissaient des polypeptides d excrétion-sécrétion de masses
moléculaires différentes. Aind, au sen dune méme race, il exige des vaiations de
reconnaissance antigénique entre moutons au Satut immunitaire différent (les ovins naifs sont
plus sendbles). Il et donc possble guun phénoméne smilare at lieu avec les IgG
systémiques des ovins Black Bely e INRA 401. Il apparait donc nécessaire d effectuer des
éudes en western blots pour mesurer la variabilité individuele des profils de reconnaissance
antigénique spécifiques au sein d’'une méme race puis de les comparer entre une race sensble
et une race résgante. Enfin, les travaux pour éucider les mécanismes immunitaires impliqués

dans |a résistance des races exotiques a Haemonchus contortus doivent se poursuivre.
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CONCLUSION

Nos travaux de thése ont contribué a la caractérisation de la réponse anticorps IgG systémique
lors d'infestation expérimentale d' agneaux par H. contortus dans deux races ovines, Barbados
Black Belly et INRA 401. Nous n'avons pas observé de différence mgeure de précocité et
dintensté de la sécrétion d'IgG totdes dans le sang.  Une rdation négative, sgnificative,
existe, chez les INRA 401, entre les parametres de développement et de fécondité des vers
d'une pat e I'intensgté de la réponse 1gG spécifique des produits d excrétion-sécrétion des
vers adultes d’autre part. Cette relation n’'existe pas chez les agneaux de race Barbados Black
Bdly suggérant ains que les mécanismes de résgance observée dans cette race sont
indépendants de I'intensité de cette réponse anticorps. De nouveaux travaux avec des andyses
plus complétes (andyse de la specificité de la réponse anticorps) et sur des effectifs plus
importants sont nécessaires ain de conclure définitivement sur le rle de la réponse 1gG
systémique dans la régulation des populations d'H. contortus chez le mouton. Les moyens de
lutte contre |I’haemonchose ovine pourraient a I'avenir s baser sur la Sdection d animaux
résdants ou sur des schémas vaccinaux efficaces afin de restreindre I'utilisation des
anthdminthiques. Toutefois, une bonne connaissance des meécanismes immunitaires Mis en

jeu reste a acquérir.
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Annexes

ANNEXES

Tableaux des densités optiques obtenues par test ELISA
sur les sérums des moutonsinfestéspar H. contortus.

Tableau 9a: Moutonsabattus a j49 (abattages précoces) — Utilisation del’antigene ES

Races |Groupes| N° |JO-3mois JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J49

2073 | 0,073 0,136 0,135 0,173 0,281 0,134 0,299 0,212 0,22
2194 0,059 0,203 0,119 0,135 0,261 0,221 0,216 0,163 0,281
A 2207 | 0,079 0,18 0,129 0,176 0,228 0,174 0,203 0,183 0,303
2317 | 0,041 0,121 0,227 0,137 0,203 0,168 0,239 0,164 0,218
2515]| 0,065 0,125 0,15 0,169 0,247 0,161 0,232 0,208 0,254

2035 | 0,067 X X X X X 0,17 0,043 0,226

INRA 2068 0,1 X X X X X 0,249 0,172 0,249
401 B 2079 | 0,073 X X X X X 0,151 0,12 0,237
2099 | 0,112 X X X X X 0,367 0,315 0,29

6435 | 0,078 X X X X X 0,159 0,175 0,239

2064 | 0,086 X X X X X 0,177 0,169 0,235

C 2093 | 0,053 X X X X X 0,268 0,167 0,175

2157 | 0,07 X X X X X 0,284 0,239 0,257

2196 | 0,048 X X X X X 0,307 0,161 0,272

7019 | 0,087 0,139 0,175 0,196 0,467 0,214 0,259 0,19 0,228
A 7032 | 0,045 0,146 0,123 0,174 0,355 0,238 0,255 0,19 0,281
7050 ( 0,005 0,183 0,193 0,223 0,242 0,265 0,306 0,245 0,215
7052 | 0,074 0,189 0,173 0,193 0,648 0,247 0,591 0,448 0,467

7010 | 0,085 X X X X X 0,194 0,16 0,338

BBB B 7038 | 0,102 X X X X X 0,207 0,138 0,272
7040 | 0,091 X X X X X 0,133 0,117 0,176

7046 | 0,08 X X X X X 0,099 0,108 0,167

7005 | 0,114 X X X X X 0,161 0,148 0,307

C 7058 | 0,132 X X X X X 0,19 0,147 0,177

7066 | 0,119 X X X X X 0,089 0,106 0,105

Tableau 9b: Moyennes des densités optiques (DO) et écart-types (ET) [moutonsj49/Ag ES]

Races |Groupes JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J49

A DO | 0,154 0,230 0,158 0,244 0,172 0,238 0,186 0,255
EC | 0,038 0,013 0,020 0,080 0,032 0,037 0,023 0,037

INRA B DO X X X X X 0,219 0,165 0,248
401 EC X X X X X 0,091 0,099 0,025
C DO X X X X X 0,259 0,184 0,235

EC X X X X X 0,057 0,037 0,043

A DO | 0,164 0,166 0,197 0,428 0,241 0,353 0,268 0,298
EC | 0,025 0,030 0,020 0,173 0,021 0,161 0,123 0,116

BBB B DO X X X X X 0,158 0,131 0,238
EC X X X X X 0,051 0,023 0,082

C DO X X X X X 0,147 0,134 0,196

EC X X X X X 0,052 0,024 0,102

97




Annexes

Tableau 10a: Moutonsabattus aj75 (abattagestardifs) - Utilisation del'antigene ES

Races [Groupes| N° |J0-3mois  JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J52 J59 J66 J73 J75

2058 0,1 0,125 0,131 0,192 0,252 0,18 0,242 0,052 0,222 0,267 0,514 0,504 0,391
2095 | 0,086 0,129 0,135 0,194 0,268 0,215 0,13 0,234 0,298 0,589 0,652 0,703 0,517
A 2098 | 0,096 0,16 0,166 0,218 0,262 0,257 0,294 0,273 0,335 0,388 0,568 0,706 0,482
2106 | 0,111 0,172 0,154 0,184 0,311 0,221 0,187 0,169 0,272 0,308 0,462 0,534 0,324
2514 | 0,075 0,188 0,186 0,199 0,254 0,213 0,332 0,193 0,418 0,32 0,39 0,515 0,319
2034 | 0,077 X X X X X 0,132 0,033 0,128 0,18 0,273 0,287 0,274

INRA 2063 | 0,083 X X X X X 0,179 0,017 0,214 0,18 0,595 0,506 0,341
401 B 2066 | 0,113 X X X X X 0,198 0,221 0,296 0,223 0,352 0,322 0,266
2071 | 0,099 X X X X X 0,136 0,218 0,168 0,289 0,423 0,337 0,208

2503 | 0,076 X X X X X 0,203 0,172 0,178 0,405 0,516 0,616 0,368

2013 | 0,057 X X X X X 0,17 0,2 0,257 0,194 0,3 0,365 0,254

c 2087 0,16 X X X X X 0,194 0,211 0,34 0,283 0,356 0,288 0,214

2251 | 0,063 X X X X X 0,286 0,149 0,17 0,137 0,21 0,214 0,152

6434 | 0,108 X X X X X 0,145 0,214 0,223 0,206 0,221 0,268 0,235

7024 | 0,027 0,124 0,247 0,175 0,591 0,477 0,446 0,304 0,314 0,298 0,459 0,541 0,418
7048 | 0,035 0,148 0,134 0,153 0,259 0,161 0,176 0,223 0,195 0,185 0,373 0,28 0,135
A 7070 ( 0,112 0,14 0,136 0,161 X 0,439 0,567 0,342 0,375 0,441 0446 0,537 0,434
7071 0,1 0,16 0,135 0,15 0,618 0,328 0,438 0,287 0,271 0,397 0,528 0,517 0,397
7073 | 0,028 0,232 0,212 0,249 0,612 0,47 0,339 0,248 0,368 0,487 0,607 0,598 0,412

7015 | 0,038 X X X X X 0,144 0,185 0,18 0,18 0,393 0,337 0,404

BBB 7017 | 0,086 X X X X X 0,121 0,099 0,183 0,118 0,358 0,41 0,205
B 7027 | 0,006 X X X X X 0,2 0,176 0,233 0,24 0,461 0,372 0,366

7028 | 0,021 X X X X X 0,207 0,138 0,259 0,337 0,66 0,566 0,412

7067 | 0,046 X X X X X 0,27 0,182 0,249 0,405 0,439 0,356 0,216

7009 | 0,113 X X X X X 0,196 0,232 0,246 0,181 0,261 0,199 0,106

7013 | 0,101 X X X X X 0,172 0,091 0,169 0,155 0,228 0,162 0,167

C 7018 | 0,016 X X X X X 0,168 0,093 0,196 0,157 0,225 0,124 0,094

7034 | 0,001 X X X X X 0,097 0,088 0,247 0,176 0,174 0,153 0,098
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Tableau 10b : Moyennes des densitésoptiques (DO) et écarts-types (ET) [moutonsj75/Ag ES|

Races |Groupes JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J52 J59 J66 J73 J75
A DO | 0,155 0,154 0,197 0,269 0,217 0,237 0,184 0,309 0,374 0,517 0,592 0,407

ET 0,027 0,023 0,013 0,024 0,027 0,081 0,084 0,074 0,128 0,100 0,103 0,090

INRA B DO X X X X X 0,170 0,132 0,197 0,255 0,432 0,414 0,291
401 ET X X X X X 0,034 0,100 0,063 0,095 0,128 0,141 0,064
C DO X X X X X 0,199 0,194 0,248 0,205 0,272 0,284 0,214
EC X X X X X 0,062 0,030 0,071 0,060 0,069 0,063 0,044

A DO | 0,161 0,153 0,178 0,520 0,375 0,393 0,281 0,305 0,362 0,483 0,495 0,359

ET 0,042 0,034 0,041 0,174 0,134 0,146 0,047 0,075 0,121 0,089 0,124 0,126

BBB B DO X X X X X 0,188 0,156 0,221 0,256 0,462 0,408 0,321
ET X X X X X 0,058 0,037 0,037 0,116 0,118 0,092 0,102

C DO X X X X X 0,158 0,126 0,215 0,167 0,222 0,160 0,116
ET X X X X X 0,043 0,071 0,039 0,013 0,036 0,031 0,034
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Tableau 11a: Moutonsabattusa j49 (abattages précoces) — Utilisation del’antigénelL 3

Races [Groupes| N° [J0-3mois  JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J49

2073| 0,151 0,27 0,318 0,173 0,571 0,472 0,449 0,348 0,449
A |2194| 0,277 0,355 0,38 0,135 0,533 0,455 0,312 0,351 0,512
2207 0,215 0,371 0,389 0,176 0,422 0,449 0,293 0,341 0,352
2317 0,244 0,246 0,298 0,137 0,287 0,304 0,205 0,344 0,341
2515| 0,183 0,235 0,438 0,169 0,546 0,413 0,365 0,365 0,423
2035 0,169 X X X X X 0,624 0,573 0,612

INRA 2068| 0,303 X X X X X 0,451 0,379 0,517
401 B |2079| 0,349 X X X X X 0,295 0,256 0,31
2099| 0,283 X X X X X 0,566 0,536 0,646

6435| 0,208 X X X X X 0,461 0,426 0,41

2064| 0,237 X X X X X 0,423 0,329 0,407

C 2093| 0,215 X X X X X 0,347 0,346 0,448

2157 0,277 X X X X X 0,652 0,694 0,747

2196 0,171 X X X X X 0,714 0,766 0,81

7019( 0,295 0,521 0,502 0,521 0,573 0,674 0,544 0,564 0,486
A |7032| 0,237 0,622 0,576 0,649 0,684 0,633 0,568 0,526 0,556
7050 0,232 0,415 0,297 0,361 0,307 0,505 0,335 0,417 0,275
7052 0,216 0,293 0,38 0,398 0,414 0,559 0,362 0,354 0,341
7010 0,274 X X X X X 0,471 0,53 0,504

BBB B 7038 0,52 X X X X X 0,594 0,575 0,582
7040| 0,277 X X X X X 0,549 0,542 0,472

7046 0,235 X X X X X 0,47 0,494 0,428

7005| 0,257 X X X X X 0,463 0,483 0,482

C 7058( 0,262 X X X X X 0,675 0,652 0,644

7066| 0,277 X X X X X 0,499 0,422 0,38

Tableau 11b : Moyennes des densités optiques (DO) et écart-types (ET) [moutonsj49/Ag L 3]

Races |Groupes JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J49

A DO | 0,295 0,365 0,158 0,472 0419 0,325 0,350 0,415
ET | 0,063 0,057 0,020 0,118 0,068 0,090 0,009 0,071

INRA B DO X X X X X 0,479 0,434 0,499
401 ET X X X X X 0,126 0,127 0,140
C DO X X X X X 0,534 0,534 0,603

ET X X X X X 0,177 0,229 0,205

A DO | 0,463 0,439 0,482 0,495 0,593 0,452 0,465 0,415
ET [ 0,141 0,224 0,131 0,167 0,075 0,121 0,097 0,129

BB B DO X X X X X 0,521 0,535 0,497
ET X X X X X 0,061 0,033 0,065

C DO X X X X X 0,546 0,519 0,502

ET X X X X X 0,113 0,119 0,133
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Tableau 12a: Moutons abattus a j 75 (abattagestardifs) - Utilisation del'antigene L 3

Races |Groupes| N° juin JO J5 J9 J16 J24 J30 J45 J52 J59 J66 J73 J75
2058 0,38 0,503 053 039% 0,58 0,528 0,455 0,436 0,651 0,721 0,7 0,651 0,633
2095 | 0,335 0,401 0,426 0,375 0,592 0,544 0,415 0,462 0,597 0,866 0,847 0,861 0,81
A 2098 | 0,436 0,518 0,478 0,477 049 0542 041 0497 0539 0,493 0,526 0,589 0,542
2106 | 0,251 0,324 0,264 0,33 0,662 0,534 0,399 0,414 0,536 0,764 0,748 0,786 0,761
2514 | 0,203 0,395 0,359 0,417 0481 048 035 0463 043 0,365 0,356 0,498 0,448
2034 0,35 X X X X X 0,514 0,29 0,404 0,305 0,505 0,369 0,339

INRA 2063 | 0,239 X X X X X 0,505 0,447 0,532 0,469 0,741 0,651 0,719
401 B 2066 | 0,266 X X X X X 0,526 0,546 0,694 0,717 0,779 0,701 0,749
2071 | 0,289 X X X X X 0,397 0,448 0,557 0,543 0,653 0,54 0,549

2503 | 0,431 X X X X X 0,235 0,337 0342 0,484 0,516 0,57 0,603

2013 0,49 X X X X X 0,755 0,766 0,798 0,751 0,708 0,681 0,735

C 2087 | 0,319 X X X X X 0,472 0,388 0,453 0,427 0,386 0,406 0,404

2251 | 0,186 X X X X X 0,588 0,595 0,613 0558 05547 0,639 0,663

6434 | 0,398 X X X X X 0,438 0431 0399 0,357 0,372 0,428 0,45
7024 | 0,336 0,574 0,655 0,608 0,561 0,667 0,564 0,635 0,635 0461 049 0,583 0,523
7048 | 0,274 0,542 0,6 0,6 0,554 0613 063 0594 0655 055 0,516 0,535 0,46
A 7070 | 0,492 0,558 0,569 0,49 X 0,704 0,586 0,576 0,531 0,454 0472 0,473 0,618
7071 | 0,285 0,21 0,22 0301 0659 0298 029 0307 0,319 0,257 0,262 0,263 0,392
7073 | 0,208 0,667 0574 0557 0469 0416 0555 0581 055 0493 0,494 0512 0,63

7015 | 0,201 X X X X X 0,446 0,495 0,456 0,342 0,441 0,423 0,508

7017 | 0,168 X X X X X 045 0482 0,519 0,338 0,364 0476 0,458

BBB B 7027 | 0,383 X X X X X 0,537 0,552 0,611 0561 058 049 0,489
7028 | 0,198 X X X X X 0,58 0469 0,498 0,515 0,542 0,55 0,611

7067 | 0,316 X X X X X 0,618 0634 0588 0,65 0,675 0,667 0,693

7009 | 0,359 X X X X X 0,632 0644 061 0575 0,596 0,499 0,528

C 7013 | 0,275 X X X X X 0,423 0,392 0,349 0,292 0,347 0,356 0,313

7018 | 0,287 X X X X X 0,64 0,507 0,544 0,367 0,459 0,414 0,398

7034 | 0,201 X X X X X 0,415 047 0572 0,492 0,506 0,52 0,465
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Tableau 12b: Moyennes des densités optiques (DO) et écart-types (ET) [moutonsj 75/Ag L 3]

Races |Groupes J0 J5 J9 J16 J24 J30 J45 J52 J59 J66 J73 J75
A DO | 0428 0411 0,399 0563 05526 0,407 0,454 0551 0,642 0,635 0,677 0,639

ET | 0081 0,104 0,054 0076 0026 0,036 0031 0082 0,206 00195 0,147 0,150

INRA | B DO X X X X X 0435 0414 0506 0504 0639 0,566 0,592
401 ET X X X X X 0,123 0,101 0,138 0,148 0,126 0,127 0,163
C DO X X X X X 0,563 0,545 0566 0,529 0503 0,539 0,563

ET X X X X X 0,143 0,172 0180 0,175 0,158 0,142 0,161

A DO | 05510 0524 0511 0561 05540 0525 0539 0,538 0,443 0,447 0,473 0,525

ET | 0175 0,173 0,126 0078 0,175 0,135 0,132 0,133 0,111 0,104 0,124 _ 0,102

BBB B DO X X X X X 0,526 0,526 0534 0,481 0520 0,522 0,552
ET X X X X X 0,077 0,068 0064 0,138 0,121 0,093 0,098

C DO X X X X X 0,528 0503 0519 0432 0477 0,447 0,426

ET X X X X X 0,125 0,105 0,116 0,126 0,104 0,076 _ 0,092
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RESUME :

La <dection dovins génétiquement résgants et une dtendive a I'utilisation des
anthdminthiques dans la lutte contre le nématode Haemonchus contortus. Mas la
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