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INTRODUCTION

1. La sélection génétique dans la lutte contre les mammites

Dans les filieres laitieres, les mammites sont les affections les plus fréquentes des
animaux adultes. Une mammite est une inflammation de la mamelle provoquée par
la colonisation ascendante d’'une ou plusieurs glande(s) mammaire(s) par un agent
infectieux, le plus souvent bactérien. La lutte contre ces infections est une priorité
pour les producteurs, car les pertes économiques qui sont liées a leurs effets sont
considérables. Parmi ceux-la on peut citer entre autres une diminution de la
production et de la qualité du lait, une augmentation des frais médicamenteux et
vétérinaires, la mortalité provoquée par certaines de ces infections et la réforme
anticipée des animaux chroniquement infectés, ajouté au surplus de travail et a
I'altération du bien-étre animal. Les mammites tiennent donc la premiere place parmi

les problemes de santé du cheptel laitier (Kossaibati, 1997).

La lutte contre les mammites est possible grace aux traitements médicamenteux et
grace a des mesures préventives. Pour le traitement des infections mammaires, les
antibiotiques sont massivement utilisés ; la question de la sélection des résistances
bactériennes a long terme est souvent posée, méme si a I'heure actuelle elle n'a
jamais été formellement prouvée dans ce cadre. La prévention repose
essentiellement sur trois approches: la gestion de I'environnement d’élevage,
'hygiéne de la traite et I'entretien du matériel de traite. Pour I'environnement,
I'éleveur doit respecter les régles d’hygiéne des locaux et de surface disponible pour
les animaux afin que la pression d’infection reste en dessous d’une certaine limite. Il
doit aussi veiller aux conditions d’ambiance du batiment, comme la température et
I'hygrométrie. En salle de traite, la mamelle doit étre nettoyée soigneusement avant
la traite et recevoir un traitement antiseptique aprés la traite (post-trempage). La
machine a traire doit étre nettoyée et désinfectée aprés chaque utilisation, et son
réglage contrélé régulierement; il est aussi tres important de renouveler
régulierement certains articles comme les manchons trayeurs.

Cependant, malgré I'application stricte des mesures de traitement et de prévention,

I'incidence des infections mammaires reste élevée. Il est évident que de nouvelles
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approches doivent compléter le dispositif de lutte. La vaccination est en cours de

développement, mais son efficacité reste encore insuffisante.

Un des axes envisagés réecemment consiste a augmenter la résistance naturelle des
ruminants laitiers aux mammites. Les mécanismes de défense de la glande
mammaire contre les infections regroupent a la fois des facteurs anatomiques,
solubles et cellulaires que nous présenterons plus loin. C’est l'efficacité de ces
mécanismes qui limite la capacité d’'une bactérie a provoquer une infection intra-
mammaire et contrdle I'issue de cette infection.

La sélection génétique est probablement une méthode de choix pour augmenter le
niveau de résistance du cheptel laitier. Etant donné que le comptage de cellules
somatiques (CCS) dans le lait est trés bien corrélé sur le plan génétique avec la
frequence des infections mammaires chez un animal donné, il constitue un critere
intéressant a inclure dans les programmes de sélection des ruminants laitiers
(Weller, 1992).

Notre étude a été réalisée chez des brebis laitieres de race Lacaune obtenues a la
suite d’'une sélection génétique divergente basée sur la concentration en cellules
somatiques (CCS) dans le lait. Le CCS moyen pendant la lactation est un indicateur
de mammite chronique et donc de la sensibilité de la brebis aux infections de la
mamelle. Dans le chapitre suivant, nous présentons cette sélection en reprenant les

principales informations.

Sélection divergente sur le critere CCS

Le protocole et les résultats de la sélection divergente font I'objet d'un article
récemment publié par Rupp et coll. (Rupp, 2009). Le programme a débuté en 2003
et I'objectif était de créer une sélection divergente sur un critere facile a mesurer, le
CCS moyen pendant la lactation, le niveau de production laitiere étant équivalent
entre tous les animaux. La sélection, dont le principe est illustré a la figure 1, a été
appliguée a la fois aux méales et aux femelles, méme si elle est moindre pour ces

dernieres.
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Males CCS

Femelles

Figure 1 : Principe de la sélection divergente sur le critere CCS

Deux groupes de 7 béliers ont été sélectionnés parmi I'ensemble des males
disponibles dans les unités de sélection ovines. Les animaux ont été choisis en
fonction de leur index génétique pour les CCS, parmi ceux qui avaient des valeurs
extrémes et fiables (coefficient de détermination (CD) = 0,70), les index génétiques
pour la production laitiere étant favorables — ces animaux sont donc améliorateurs
pour la quantité de lait produite — et similaires entre les deux groupes de la sélection.
Chaque bélier a été utilisé pour I'insémination d’un groupe de 13 brebis en moyenne,

qui avaient elles aussi été choisies en fonction de I'index CCS.

Un total de 114 agnelles a été obtenu. Les deux lignées sont désignées CCS+ pour
les brebis ayant des index CCS défavorables (groupe sensible), et CCS- pour les
brebis ayant les taux cellulaires les plus faibles (groupe résistant). Aprés
insémination a I'age de 8 mois, 84 d'entre elles ont commencé une premiere
lactation en 2005 : 46 pour le groupe CCS+, et 38 pour le groupe CCS-. Au cours de
cette lactation, différents parameétres ont été mesurés sur le lait tels que la quantite,

la composition pour la matiére protéique et la matiere grasse, le comptage de
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cellules somatiques (CCS) et la présence de bactéries. Les mammites cliniques et
les modifications de la glande mammaire liées aux infections chroniques ont

également été enregistrées.

Pour l'analyse statistique, les CCS ont subi une transformation logarithmique pour
obtenir un score (SCS), ce qui permet de normaliser la distribution des données. Les
SCS moyens des deux lignées de brebis sont présentés dans le tableau ci-dessous.
Comme attendu, on constate une forte divergence entre les brebis du groupe CCS+

et celles du groupe CCS-.

Tableau 1 : SCS moyens des lignées CCS+ et CCS- sur les lactations 2005-2006

Lignée Lactation 2005 Lactation 2006
*10° cellules/ml *10° cellules/ml

CCS+ 4,48 (SD = 2,15) 4,86 (SD =2,90)

CCs- 2,89 (SD =1,70) 2,16 (SD =1,95)

A lissue de la premiere lactation, les deux lignées ont une sensibilité vis-a-vis des
mammites qui est trés différente entre les deux groupes, comme lindiquent les
concentrations cellulaires individuelles. Que I'on considere les mammites cliniques
aigués ou chroniques, ou seulement les mammites sub-cliniques, les brebis du
groupe CCS- possedent une plus grande résistance, ou bien un meilleur taux de

guérison.

Face a ces differences de capacité de la mamelle a lutter contre les infections
bactériennes et a l'efficacité de la sélection divergente, il devient pertinent de poser
la question des mécanismes sous-jacents a la résistance : quels effecteurs
immunitaires ont été seélectionnés en méme temps que le critere CCS et qui
conférent a l'organisme une plus grande capacité a limiter la colonisation de la
glande mammaire par des germes pathogéenes et/ou a éliminer ces bactéries ?

Avant d’aborder la partie expérimentale de notre travail, nous allons synthétiser les

connaissances a propos des mécanismes de défense de la glande mammaire.
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2. L'immunité mammaire

Les mécanismes de défense de la glande mammaire sont encore en grande partie
méconnus, malgré les nombreux travaux de recherche qui ont été effectués sur le
sujet. Ces mécanismes font appel a des facteurs anatomiques et tissulaires, des
facteurs solubles présents dans le lait et des facteurs cellulaires. Nous avons
synthétisé ici les connaissances actuelles collectées essentiellement dans I'espece
bovine, et qui ont fait recemment I'objet de revues (Rainard, 2006 ; Sordillo, 1997).

La plupart de ces connaissances sont transposables aux autres especes laitieres
comme les ovins et les caprins car la physiopathologie des mammites est tres

proche entre les espéces de ruminants.

La figure 2 (au verso de cette page) rappelle 'anatomie de la glande mammaire.

2.1. Facteurs anatomiques et tissulaires

2.1.1. Le flux de lait

Le premier mécanisme qui prévient la colonisation ascendante de la mamelle par
des bactéries est le flux de lait. En effet, a chaque traite (ou a chaque tétée par le
jeune), le lait contenu dans la glande est expulsé et entraine avec lui les germes qui

ont réussi a entrer dans la glande a travers le canal du trayon.
2.1.2. L’obturation du canal
L’extrémité du trayon (figure 3) est la premiére ligne de défense contre les infections

mammaires, car les bactéries doivent traverser le canal du trayon avant de coloniser

la glande mammaire.
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Epithélium cuboide Cellules myoépithéliales

Canal interlobulaire

Canal intralobaire
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Canal papillaire
TRAYON

Ostium papillaire

Figure 2 : Anatomie de la glande mammaire

(Traduit de Anatomy and Physiology of Farm Animals, 6th edition, R.D. Frandson, W.L. Wilke, A.D.
Fails, p417)
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Figure 3 : Anatomie de I'extrémité du trayon

Extrémité du trayon (5). La citerne du trayon (9”) se termine par un canal (5). L'orifice (5”) du canal
est maintenu fermé par le muscle sphincter du trayon (b). On observe aussi les sinus veineux du
trayon (a) et les plis longitudinaux (11) du canal. (D’aprés Bovine Anatomy, An lllustrated Text, 1st
edition, K.-D. Budras, R.E. Habel, p89)

Apres la traite, le sphincter du trayon se referme dans un délai inférieur a deux
heures ; il assure ainsi I'obturation du trayon et prévient la colonisation bactérienne.
De plus, le canal du trayon est tapissé de kératine pendant la lactation, ce qui limite
'adhésivité des germes ; la kératine participe ensuite a la formation d’'un bouchon
pendant la période seche, qui joue le rble d’obturateur et complete le dispositif
sphinctérien.

La kératine joue donc le réle de barriere physique, mais elle peut aussi lier et
immobiliser la plupart des germes non encapsulés responsables de mammites ; elle

contient des composeés bactériostatiques ou bactéricides.

2.1.3. L’épithélium mammaire
L’épithélium qui tapisse les alvéoles de la glande mammaire est rendu imperméable,
pendant la lactation, par des jonctions serrées qui relient les cellules épithéliales

entre elles. Ainsi, le milieu interstitiel est relativement isolé du lait ce qui empéche la

pénétration des germes plus en avant dans le tissu mammaire.
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2.2. Facteurs solubles

2.2.1. Complément

Le complément est un systeme physiologique complexe qui est constitué de
plusieurs molécules présentes dans le sérum. On en retrouve de faibles quantités
dans le lait produit par une glande saine. Cependant, lors de mammite,
'inflammation s’accompagne d’'une exsudation plasmatique souvent marquée qui
augmente la concentration de ce composé dans le lait. L’action du complément est
déclenchée par le contact avec un agent initiateur. Il se produit alors une cascade de
réactions enzymatiques qui aboutissent d’'une part a la libération de substances
actives (C3b et Cbha), d’autre part a la formation du complexe d’attaque membranaire
qui peut détruire certaines bactéries.

Le composé C3b se fixe a la surface des bactéries et facilite I'action des cellules
phagocytaires ; ce phénomeéne s’appelle I'opsonisation. Le composé Cb5a intervient
dans la régulation de l'inflammation. Il est connu pour ses propriétés chimiotactiques
et activatrices vis-a-vis des neutrophiles, mais on ne sait pas si ces propriétés
interviennent dans le déclenchement ou dans [Il'amplification de la réponse
inflammatoire de la glande mammaire.

Le complément est donc l'un des principaux facteurs solubles associés aux
mécanismes de protection de la mamelle ; cependant on connait mal le détail de sa
contribution a la réaction inflammatoire globale. Par exemple, certains anticorps
peuvent activer le complément, comme nous le verrons dans un prochain
paragraphe, mais leur concentration dans le lait reste faible comparée a celle que

I'on trouve dans le sérum (Rainard, 2003).

2.2.2. Lactoferrine

La lactoferrine est une protéine qui exerce plusieurs fonctions dans la réponse
inflammatoire ; cependant son implication lors de mammite n’est pas encore
démontrée. Premiérement, elle est un chélateur du Fer ce qui en fait un agent
bactériostatique, notamment vis-a-vis de Escherichia coli et de Staphylococcus
aureus. Deuxiemement, elle posséde une activité bactéricide due a l'action de
fragments amphipolaires qui se lient aux membranes bactériennes et les

désorganisent. Cette activité pourrait étre déclenchée lors de l'infection par des
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germes produisant des protéases qui permettent la libération des fragments
bactéricides. Troisiemement, la lactoferrine a une forte affinité pour le
lipopolysaccharide (LPS) bactérien qui est responsable d'une forte réaction
inflammatoire. Elle a donc également une activité anti-inflammatoire.

La lactoferrine est présente en faible quantité dans le lait, et c’est surtout pendant la
période séche qu’elle devient abondante dans les sécrétions mammaires, ainsi que
lors des mammites aigués ou la production laitiere diminue fortement. C’est dans ces

conditions que la lactoferrine est supposée jouer un role protecteur de la mamelle.

2.2.3. Transferrine

La transferrine est également une protéine chélatrice du fer. Elle est présente en
faible quantité dans le lait issu d’'une mamelle saine, mais lors de mammite,
I'exsudation plasmatique fournit une grande quantité de transferrine qui a des

propriétés bactériostatiques.

2.2.4. Lysozyme

Le lysozyme est une protéine bactéricide qui agit par clivage des peptidoglycanes
des parois bactériennes. Il n’est cependant pas considéré comme un élément

essentiel de la défense de la glande mammaire.

2.2.5. Lactoperoxidase

En présence de thiocyanate et de peroxyde d’hydrogene, la lactoperoxidase posséde
un effet bactériostatique ou bactéricide envers la plupart des germes responsables
de mammites. Cependant le lait présente une faible tension en oxygene, ce qui limite

I'efficacité de cette enzyme.

2.2.6. Xanthine oxydase

La xanthine oxydase est une enzyme localisée dans la membrane des globules gras
du lait. Elle permet la formation de peroxynitrite a partir de nitrite inorganique, qui
peut étre produit par les bactéries ou par une autre enzyme, I'oxyde nitrique
synthase, contenue notamment dans les macrophages et les neutrophiles.
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Le peroxynitrite est un agent bactéricide puissant. Du fait de sa concentration dans le
lait, la xanthine oxydase joue un rOle significatif. Par exemple, son action permet

d’expliquer que le lait entier se conserve mieux que le lait écrémé.

2.2.7. Peptides de défense de I'hGte

Ces peptides sont principalement produits par les cellules phagocytaires et les
cellules épithéliales. lls possédent un role bactéricide au sein des cellules, dans les
vacuoles phagocytaires. Cependant, une fois libérés dans le milieu extra-cellulaire,
ils auraient surtout des propriétés immunomodulatrices et participeraient a la réaction

inflammatoire.

2.2.8. Anticorps

Les anticorps, aussi appelés immunoglobulines (Ig) sont les seuls facteurs solubles
du lait a étre spécifiques de l'agent pathogene, c'est-a-dire qu’ils reconnaissent
précisément certains constituants de la paroi des germes. lIs peuvent étre présents a
I'état naturel ou bien étre produits a I'issue d’'une réaction immunitaire spécifique, dite
a médiation humorale.

Un prochain paragraphe définira plus précisément ce que sont les anticorps et
décrira en détail leur origine et leurs modes d’action.

Dans le lait issu d’'une mamelle saine, la quantité d’anticorps est faible, mais apres
'apparition d’une inflammation, I'exsudation plasmatique apporte suffisamment
d'immunoglobulines pour qu’elles puissent exercer leurs fonctions.

Les isotypes impliqgués dans la défense de la mamelle sont les IgM, les IgG (1 et 2)
et les IgA. Chez les ruminants, la quantité d’IgA dans le colostrum et le lait est faible
et lisotype le plus abondant est lisotype yl. Les différents isotypes d’anticorps
exercent des fonctions effectrices différentes, comme nous le verrons un peu plus

loin.
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2.3. Facteurs cellulaires

En I'absence d’inflammation, le nombre de cellules somatiques présentes dans le lait
est faible : I'indicateur CCS (comptage ou concentration de cellules somatiques) est
inférieur & 10°/ml. Dés la survenue d’une inflammation, on constate un afflux de
leucocytes dans le lait et la valeur du CCS peut trés largement dépasser 10%/ml. Ces
leucocytes jouent un réle important dans la lutte contre I'infection, ce qui est mis en
évidence par la relation entre leur recrutement (qualité, rapidité et intensité) et la
sévérité de la mammite. Deux revues tres completes décrivent le réle des leucocytes
dans la protection de la mamelle. Celle de Burvenich et coll. (Burvenich, 2003)
aborde en détails les difféerents facteurs liés a I'héte qui influencent la biologie des
granulocytes neutrophiles, de leur production a leur sénescence. De leur coté,
Burton et Erskine (Burton, 2003) décrivent, d'une part les différentes étapes de
I'intervention des neutrophiles, d’autre part la contribution des autres leucocytes et

des anticorps qui sont nécessaires a I'élimination des infections mammaires.
2.3.1. Neutrophiles

Les granulocytes neutrophiles (GNN), aussi appelés polymorphonucléaires
neutrophiles (PMN) ou simplement neutrophiles, sont des leucocytes spécialisés
dans la lutte contre les bactéries. Dans le lait, ils représentent les principales cellules
effectrices de 'immunité non spécifique : lors d’infection, ils phagocytent et détruisent

les germes sans distinction de genre ou d’espece.

Le rdle des neutrophiles recrutés dans la mamelle saine reste actuellement mal
compris. En effet, leur quantité dans le lait est insuffisante pour que la phagocytose
soit efficace. Cependant, des études a grande échelle ont montré que leur
concentration est inversement corrélée au risque de mammite.

Lors d'infection, les neutrophiles sont les premiéres cellules recrutées dans le lait et
iIs deviennent rapidement la population cellulaire majoritaire : leur proportion
dépasse alors 90% des leucocytes du lait.

Le recrutement et les fonctions des neutrophiles sont représentés dans la figure 4.
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Figure 4 : Recrutement et fonctions des granulocyte s neutrophiles

Les fonctions de surveillance et d’élimination des bactéries attribuées aux neutrophiles se déroulent
en 5 étapes : margination (1), diapédése et migration (2), endocytose (3), explosion respiratoire (4) et
dégranulation (5). (D’aprés Burton, 2003)

L'afflux des phagocytes dans le site de [linflammation est possible grace a
I'interaction de protéines membranaires exprimées par les cellules endothéliales et
par les granulocytes eux-mémes. Apres avoir adhéré aux cellules endothéliales
(étape 1), les neutrophiles quittent le compartiment sanguin par diapédese et
progressent dans le milieu extracellulaire (étape 2) en suivant un gradient de
concentration de molécules chimiotactiques, notamment d’interleukine 8 (IL-8). Il est
a noter que la rapidité et l'intensité de 'afflux de neutrophiles varient en fonction de la
nature du pathogene. Escherichia coli déclenche un recrutement massif et rapide de
neutrophiles et une mammite clinique aigué, alors que Staphylococcus aureus est a
I'origine d’un recrutement plus modéré et plus tardif qui apparait 24 a 48 heures

apres l'infection.

Une fois arrivés au site de l'infection, les neutrophiles internalisent les germes par
phagocytose (étape 3) ce qui déclenche une explosion respiratoire (respiratory burst,
étape 4) produisant différents radicaux oxygénés qui exercent une premiéere activité
bactéricide. Enfin, la dégranulation (étape 5) permet la fusion des vésicules
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phagocytaires avec les vésicules lysosomales. Ces derniéres contiennent des

enzymes qui assurent I'élimination finale des bactéries par digestion.

La contribution des polynucléaires neutrophiles a la lutte contre les germes est
incontournable : la sévérité d’'une mammite est inversement corrélée a la précocité et

a l'intensité de leur intervention.

2.3.2. Macrophages

Les macrophages représentent le type cellulaire le plus abondant dans le lait d’'une
glande saine chez la vache et la brebis. En tant que phagocytes, ils apportent une
protection non spécifique directe contre les infections, mais leur role est surtout
important pour [linitiation de la réponse inflammatoire. En tant que cellules
présentatrices de I'antigene, ils participent au déclenchement de la réponse
immunitaire adaptative. De plus, les macrophages, aprés phagocytose des bactéries,
sécretent des substances chimiotactiques pour d’autres types cellulaires, dont les
neutrophiles.

L'autre fonction des macrophages survient a la fin de la réponse inflammatoire : ils
assurent I'élimination des neutrophiles apoptotiques. Ce mécanisme est
particulierement important pour protéger la glande mammaire des dégats induits par

ces derniers.

2.3.3. Lymphocytes

Les lymphocytes sont les cellules impliqguées dans la réponse immunitaire
adaptative. On distingue les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB), qui
remplissent des fonctions différentes.

Les lymphocytes B produisent les anticorps. lls seront décrits en détail dans un

prochain paragraphe.

Les LT CD4, aussi appelés LT auxiliaires ou « helpers », ont un rdle essentiel dans
I'activation d’autres cellules immunitaires, comme les LT CD8, les LB, et les
macrophages. Les LT CD8 cytotoxiques assurent I'élimination des cellules de

'organisme qui présentent des altérations dues par exemple a une infection
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intracellulaire ou a un phénoméne tumoral. Les LT CD8 suppresseurs, eux,

diminuent I'intensité de la réponse immunitaire.

Contrairement au sang, le lait contient davantage de LT CD8 que de LT CD4. Ceci
peut s’expliquer par le fait que les LT CD8 cytotoxiques permettraient I'élimination
des cellules épithéliales mammaires altérées. Par ailleurs, la présence de LT CD8
suppresseurs en début de lactation pourrait expliquer la susceptibilité plus marquée
des vaches aux infections mammaires a cette période.

A coté des LT CD4 et CD8 conventionnels, qui expriment un récepteur a I'antigene
de type af, on trouve aussi dans la mamelle une quantité plus grande de LT yd que
dans le sang. Les LT yd sont des lymphocytes ayant des fonctions cytotoxiques
agissant au niveau des épithéliums, ce qui expligue peut-étre leur abondance dans

cet organe.

2.3.4. Cellules tueuses naturelles (NK)

Les cellules tueuses naturelles, aussi appelées « Natural Killer (NK)» ou cellules NK,
sont des lymphocytes qui exercent une activité particuliére : la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity). Contrairement au lymphocyte T CD8, le fonctionnement de la
cellule NK est indépendant du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) : il est
déclenché par la reconnaissance d’anticorps fixés sur une cellule. Comme les LT
CDS8, les cellules NK éliminent les cellules du soi altérées ; elles possédent en outre
une activité antibactérienne directe. L'importance de ces cellules dans la protection

de la mamelle est encore mal connue.

2.3.5. Cellules épithéliales mammaires

Ces cellules sont importantes car elles forment I'épithélium qui borde le tissu
mammaire et le sépare du lait. Elles sont donc en contact direct avec les bactéries
lors d’infection.

Les cellules épithéliales mammaires exprimeraient les récepteurs membranaires
appelés TLR (Toll Like Receptor). Ces récepteurs leur permettent de reconnaitre les
constituants des bactéries qui sont présentes dans la lumiére de la glande ; elles

sont aussi capables de sécréter diverses substances immunomodulatrices comme
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des cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et IL-6), des substances chimiotactiques
appelées chémokines (IL-8 ou CXCL8 notamment), et des peptides de défense de
I'néte. Si la contribution des cellules épithéliales mammaires au recrutement des
leucocytes n'a pas été demontrée a ce jour, il est probable gu’elles jouent un réle,

notamment vis-a-vis des neutrophiles.

2.4. Résumé et problématique

Nous avons présenté I'ensemble des mécanismes immunitaires et non immunitaires
de défense de la mamelle chez les ruminants. Les défenses immunitaires sont
habituellement divisées en deux composantes : limmunité innée et l'immunité
adaptative.

L'immunité innée, aussi appelée spontanée ou non spécifique, permet de lutter
contre les pathogenes par des mécanismes qui sont opérationnels dés le premier
contact avec l'organisme. Les effecteurs de I'immunité non spécifigue ne
reconnaissent pas spécifiqguement I'antigene et ne sont pas dotés de mémaoire.

A l'inverse, I'immunité adaptative, aussi appelée acquise ou spécifique, nécessite un
certain laps de temps avant d'étre pleinement fonctionnelle. Ses effecteurs
reconnaissent précisément les antigenes et leur efficacité est croissante au fur et a
mesure des stimulations par ceux-ci grace a un mécanisme de mémoire antigénique.
La réponse immunitaire adaptative peut étre décrite selon deux volets : la réponse a
médiation cellulaire et la réponse a médiation humorale, la deuxieme étant portée

par les anticorps présents dans le lactosérum.

Notre étude s'intéresse aux brebis issues de la sélection divergente. Parce que le
CCS est le critére de sélection, il existe une différence de réponse cellulaire entre les
deux lignées en relation avec l'intensité de la réponse inflammatoire et elle a été

montrée par ailleurs.

La question que nous posons maintenant est relative & une différence d’intensité ou
de qualité de la production d’anticorps entre les deux lignées, c’est a dire une
différence affectant le versant humoral de la réponse immunitaire. Autrement dit, la
réponse anticorps développée par les deux lignées de brebis a la suite d'une

immunisation avec un antigéne est-elle différente ?
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Avant de décrire le protocole expérimental, nous allons rappeler ce que sont les
anticorps, comment ils sont produits, et quelles sont leurs actions possibles lors
d’'une infection bactérienne. Ces informations sont tirées de I'ouvrage de Janeway,

Travers, Walport et Shlomchik (Janeway, 2003).

3. Les anticorps : définition, origine et fonctions

3.1. Nature des anticorps

Les anticorps, appelés également immunoglobulines (Ig), sont des composeés
solubles du systéme immunitaire présents dans les liquides extracellulaires de
'organisme (certaines immunoglobulines sont cependant positionnées sur la
membrane de certaines cellules immunitaires). Les anticorps ont la capacité, d’'une
part de reconnaitre les antigénes dont ils sont spécifiques, d’autre part d’interagir
avec d’autres molécules solubles et avec des récepteurs cellulaires, ce qui leur

permet d’exercer de multiples fonctions.

L’anticorps est une glycoprotéine dont la structure est complexe. Il est composé de
quatre parties identigues deux a deux : deux chaines lourdes H (pour Heavy), et
deux chaines légéres L (pour Light). Chaque chaine protéique possede un fragment
constant C et une partie variable V. L’'assemblage se fait selon l'illustration présentée
a la figure 5. Les régions V des chaines H et L sont placées en vis-a-vis et
constituent les deux sites de reconnaissance de I'antigene. Les régions C, elles aussi
assemblées entre elles, forment la partie constante de I'anticorps appelée Fc, qui est
responsable des autres fonctions de I'anticorps que nous détaillerons plus loin ; elle

détermine aussi I'isotype de I'immunoglobuline.
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Figure 5 : Structure de I'anticorps

Les immunoglobulines sont classées en plusieurs isotypes : immunoglobulines M
(IgM), immunoglobulines G (IgG) dont il existe plusieurs sous-types,
immunoglobulines A (IgA), immunoglobulines E (IgE). Les différents isotypes ont des
fonctions différentes et sont diversement répartis dans I'organisme, comme l'illustre

le tableau 2.

Tableau 2 : Fonctions et répartition des différents isotypes d'immunoglobulines

* Les IgM se comportent en opsonines uniquement en présence du composé C3b du complément.
(Adapté de Janeway, 2003, p361)

Activité fonctionnelle IgM IgG1 | 1gG2 IgA IgE
Neutralisation + ++ ++ ++ -
Opsonisation ++(*) + +++ - -
Sensibilisation des mastocytes - - - - +++
Activation du complément +++ ++ - - -
Répartition IgM | 1gG1 | 1gG2 | IgA | IgE
Transport a travers I'épithélium + - - +++ -
Diffusion dans les sites extravasculaires +/- +++ | +++ ++ +

27




Les IgG et les IgA neutralisent les bactéries et leurs toxines en les empéchant
d’interagir avec les cellules de l'organisme. Les IgG2 et les IgM agissent par
opsonisation, seules ou en association avec le composé C3b du complément. Les
IgM et les IgG1 peuvent activer la voie classique du complément.

Au sein d’'un méme isotype, les parties Fc des anticorps sont identiques ; a 'opposé,
leurs régions V sont trés différentes, ce qui permet la reconnaissance de nombreux

antigenes, avec une affinité plus ou moins forte.

Les IgM sont les premiéres immunoglobulines produites au cours de la réponse
humorale. Elles sont assemblées sous forme de pentaméres ce qui leur donne un
poids moléculaire élevé, les restreignant au compartiment sanguin. Comparée aux
immunoglobulines produites plus tard au cours de la réponse, leur affinité pour
'antigene est faible mais l'organisation pentamérique augmente leur avidité et
compense en partie cette différence. La localisation des IgM et la précocité de leur
production leur conferent un rbéle essentiel dans la lutte contre les infections

sanguines.

Les IgG, IgA et IgE sont produites dans un deuxiéme temps, et leur affinité pour
I'antigéne est bien plus élevée.

Les 1gG représentent lisotype le plus abondant dans le sang et les fluides
extracellulaires. Comme ces anticorps diffusent facilement dans I'organisme, ils sont
principalement impliqués dans la protection des tissus.

Les IgA sont assemblées sous forme de diméres et sont produites aux interfaces
digestive, respiratoire, génitale et mammaire dans certaines especes, ou elles sont
excrétées au travers des épithéliums par transcytose. Elles protegent les muqueuses
de l'organisme.

Les IgE sont disposées a la surface de leucocytes localisés sous la peau et les
muqueuses, ainsi que le long des vaisseaux sanguins. Elles permettent surtout le
déclenchement de réactions de défense locales, susceptibles d’éliminer I'agent
infectieux.

Les anticorps ayant été présentés, nous allons maintenant décrire leur origine. La
production des anticorps est le résultat d’un processus complexe faisant intervenir

différentes populations cellulaires et de nombreux médiateurs cytokiniques.
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3.2. Origine des anticorps

Les grandes étapes aboutissant a la production des anticorps sont représentées a la

figure 6.
La reconnaissance de I'antigéne induit Ro. e
I'expression de molécules effectrices Prolifération des cellules B Différenciation en plasmocytes
par la cellule T, ce qui active la cellule B sécréteurs d’anticorps

O
L | g AAL |

Figure 6 : Déclenchement de la production des antic  orps

Les cellules T auxiliaires armées stimulent la prolifération et la différenciation des lymphocytes B
ayant reconnu l'antigene. (D’aprés Janeway, 2003, p346)

3.2.1. Activation du lymphocyte B

Lorsqu’'un antigéne interagit avec le récepteur membranaire d’'un lymphocyte B
(appelé aussi immunoglobuline de surface ou slg), on parle de reconnaissance de
I'antigéne par la cellule B. La particule portant 'antigéne, par exemple une bactérie,
est alors internalisée et dégradée par le lymphocyte. Ensuite, les peptides issus de la
dégradation sont présentés a la surface de la membrane plasmique, liés aux
molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ de classe II (CMH II). Il suffit
alors que cette association antigene-CMH Il soit reconnue par le récepteur
membranaire de I'antigene ou TCR (pour T cell receptor), en association avec le
corécepteur CD4 d’un lymphocyte T auxiliaire, pour que le lymphocyte B soit active.
En effet, la cellule T produit plusieurs signaux, d’'une part au moyen de molécules
membranaires comme le CD40 ligand qui interagit avec le CD40 de la cellule B,
d’autre part au moyen de cytokines comme l'interleukine 4 (Figure 7). Ces signaux
aboutissent a I'entrée du lymphocyte B dans une phase de multiplication rapide que
I'on désigne comme I'activation du lymphocyte B. L’expansion clonale qui en découle
se déroule au sein d'une formation lymphoide, par exemple un nceud lymphatique ou
la rate.
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Selon le mécanisme que nous venons de Antigéne dépendant du thymus

décrire, I'activation des cellules B nécessite a
la fois la reconnaissance de l'antigéne et
l'intervention des lymphocytes T. Les

antigénes associés a ce mecanisme

!
d’activation sont  appelés antigénes 7
dépendants du thymus ou T-dépendants. Il Celiule B ?
est a noter que certains antigénes ont la L

capacité d’activer seuls les lymphocytes B,

Cellule T
i . auxiliaire
sans intervention des cellules T. On parle

alors d’antigenes indépendants du thymus.
La suite de notre exposé ne concerne que les
antigénes T-dépendants car I'ovalbumine, A

_ N o Cytokines
'antigéne modele que nous avons utilisé =il

bY

dans notre protocole, appartient a cette

7 - A t- b -
catégorie. ntigéne indépendant du thymus

Figure 7 : Activation des lymphocytes B

L’activation des cellules B par les antigéenes
dépendant du thymus ou indépendant du thymus
requiert un second signal. (D’aprés Janeway, 2003,
p343) Cellule B

Pendant que les cellules issues de I'expansion clonale produisent une premiere
vague d’anticorps (IgM), certains lymphocytes B ont un devenir particulier qui se
déroule dans une zone précise de la formation lymphoide appelée centre germinatif.
Deux évenements principaux s’y déroulent : la sélection de lymphocytes B a affinité
augmentée pour l'antigéne et la commutation de classe. En paralléle, les cellules
continuent a se multiplier ce qui entraine une forte amplification de la réponse

humorale.

3.2.2. Sélection de lymphocytes B de meilleure affi  nité pour I'antigéne

Les cellules B du centre germinatif subissent un phénoméne d’hypermutation
somatique localisé aux genes codant pour la région variable des immunoglobulines.

A la suite des nombreuses mutations génétiques qui en découlent, environ un
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lymphocyte B sur deux présente une modification du récepteur de surface. Dans la
majorité des cas, les mutations ont un effet négatif sur la capacité du lymphocyte a
se fixer a I'antigéne d’origine, et la cellule est éliminée par apoptose. A linverse, les
cellules dont I'affinité pour I'antigéne est augmentée sont sélectionnées et entrent
dans un nouveau cycle de division (Figure 8). Grace a cette sélection positive,
I'organisme est progressivement rendu capable de fournir une réponse humorale de

plus en plus performante.

Cellule B activée

T‘ C
Mutation somatique dans les régions V des

immunaoglobulines dans les cellules B en
prolifération des GC

| [

| e o L

S A
Cellule B des GC avec une immuno- Cellule B des GC avec une immuno-
globuline de surface de faible affinité globuline de surface de haute affinité

. Pontage du BCR

8 = 2
La cellule T auxiliaire et le pontage du
BCR maintiennent la prolifération et
la maturation de la cellule B

Le BCR n'est pas ponté et la cellule B ne
peut pas présenter 'Ag a la cellule T

J L J ; = ; 1/
A0 A
i CeiMe B Plas
La cellule B meurt par apoptose ire asmocyte
1gG

(Y
|

Figure 8 : Sélection de lymphocytes B de plus grand e affinité pour I'antigene

(D’aprés Janeway, 2003, p353)
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3.2.3. Commutation de classe

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe différentes classes d’anticorps
appelées isotypes, dont les fonctions sont diverses. Lors de la réponse humorale, ce
sont les IgM qui sont produites en premier. Par la suite, I'expression des genes
codant pour la région C des chaines lourdes est modifiée en fonction des cytokines
produites par les lymphocytes T auxiliaires. Les lymphocytes B produisent alors une
classe d’anticorps adaptée a I'agent pathogene qui a provoqué la réponse humorale.
C'est ce que l'on appelle la commutation de classe. Les rOles respectifs des
différentes cytokines dans la commutation de classe ne sont pas encore élucidés ;

cependant certaines cytokines sont connues pour jouer un role majeur (Tableau 3).

Tableau 3 : Réle des cytokines dans I'expression de s isotypes d’'immunoglobulines
(Estes, 1996 ; Estes, 2002)

Cytokines IgM lgG1 1gG2 IgA IgE
IL-2 Induit Augmente | Augmente Augmente
IFNy Inhibe Induit Inhibe
IL-4/1L13 Induit Induit
(+ IL:I-ZG+Fﬁ_-1O) Inhibe Induit

3.2.4. Différenciation des lymphocytes B en plasmoc  ytes et lymphocytes

B mémoires

A la suite des étapes d’hypermutation/sélection et de commutation de classe, le
centre germinatif contient des Ilymphocytes B capables de produire des
immunoglobulines de haute affinité et dont 'isotype est adapté a I'agent pathogéne.
La différenciation de ces cellules aboutit a deux types de cellules spécialisées : les

lymphocytes B mémoires et les plasmocytes.
Les lymphocytes B mémoires produisent peu d’anticorps et persistent longtemps
dans l'organisme ; ces cellules sont prétes a déclencher une nouvelle réponse

humorale rapide et de grande efficacité en cas de nouveau contact avec I'antigene.
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Avant de se différencier en plasmocytes, les cellules B passent par le stade de
plasmoblaste, une étape intermédiaire de spécialisation cellulaire. Seuls les
plasmoblastes continuent a se diviser. Les plasmocytes vont se localiser dans la
moelle osseuse et forment une source d’anticorps de haute affinité pendant de

grandes périodes de temps.

3.3. Fonctions des anticorps

Les anticorps une fois produits sont libérés dans :
Colonisation de la surface cellulaire

le milieu extracellulaire ou ils exercent leurs par les bactéries grace aux
adhésines bactériennes

fonctions de lutte contre I'agent pathogene. Cette
lutte est possible par trois modes d’action

principaux : la neutralisation, l'opsonisation et

I'activation du complément.

3.3.1. Neutralisation ‘Iv’l7
Certaines bactéries sont internalisées et
se propagent dans des vésicules internes

De nombreuses bactéries exercent leur effet
pathogene en pénétrant a I'intérieur des cellules
ou en se fixant a leur surface. L'attachement a la

membrane de la cellule se fait alors par le biais

de molécules de surface appelées adhésines.

Les anticorps qui se fixent aux adhésines peuvent

Les anticorps contre les adhésines

A , . - bloquent la colonisation et I'entrée
empécher 'adhérence des bactéries aux cellules Teebaciais

(Figure 9). On parle alors de neutralisation des
bactéries.

Figure 9 : Neutralisation des bactéries

Les anticorps peuvent empécher la fixation des bactéries a
la surface de la cellule. (D’aprés Janeway, 2003, p366)

Ce mécanisme d’action concerne la plupart des isotypes, et notamment les IgG et
les IgA. Ainsi, la glande mammaire en lactation bénéficie de la protection conférée
par les IgA produites dans la muqueuse, principalement chez les espéces

monogastriques.
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Il est & noter que les mémes anticorps peuvent aussi neutraliser les toxines

bactériennes en empéchant leur liaison aux récepteurs exprimeés par les cellules.

La neutralisation permet de lutter contre une partie seulement des bactéries. De plus,

une fois neutralisés, les agents pathogenes doivent étre éliminés de I'organisme.

L’opsonisation et I'activation du complément complétent la fonction de neutralisation

en permettant la destruction et I'élimination des bactéries.

3.3.2. Opsonisation

On parle d’opsonisation lorsqu’'un antigene
particulaire (une bactérie par exemple) est
recouvert de molécules solubles appelées
opsonines qui facilitent l'action des cellules
phagocytaires. Ce mode d’action concerne les
IgM et les 1gG2.
Une fois que les anticorps sont fixés a
I'antigéne, leur partie Fc est reconnue par les
récepteurs au fragment Fc des cellules
phagocytaires (Figure 10), principalement les
polynucléaires neutrophiles et les cellules de la
lignée monocytaire (dont les macrophages).
L’interaction moléculaire facilite I'internalisation
de l'antigene par le phagocyte et stimule la

lyse de la particule phagocytée (Figure 11).

Figure 10 : Opsonisation d’'une bactérie

Les anticorps fixés a la surface de la bactérie permettent
la phagocytose et I'activation des cellules phagocytaires.
(D’apres Janeway, 2003, p372)

Les immunoglobulines libres ne
connectent pas de récepteurs Fc

%Q Bactérie Qg
Récepteurs Fc %ﬁ

Macrophage

=

Pas d’activation du macrophage,
pas de destruction de la bactérie

Lagrégation des immunoglobulines a
la surface bactérienne permet le pontage
des récepteurs Fc

I =

Activation du macrophage conduisant
a la phagocytose et a la destruction
de la bactérie

Les anticorps ne sont pas les seules molécules a pouvoir jouer le réle d’opsonines,

c’est aussi le cas du fragment C3b du complément qui agit en synergie avec les

anticorps.
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Lorsque C3b se fixe a CR1 et | |Les membranes du macrophage| |Les lysosomes fusionnent avec

La bactérie est recouverte de | | I'anticorps se lie au récepteur | | fusionnent, créant une vésicule les vésicules, libérant des
complément et d’anticorps IgG Fc, les bactéries sont fixée a la membrane, enzymes qui dégradent
phagocytées le phagosome les bactéries

Bactérie

2 =
‘7
(s

g S

C3b

| siasiatat |

Récepteurs

Fe

@ Macrophage @ @

Lysosome

Figure 11 : Role des opsonines

Les récepteurs Fc et les récepteurs du complément des phagocytes induisent la capture et la
dégradation des bactéries couvertes d’anticorps. (D'aprés Janeway, 2003, p373)

3.3.3. Activation du complément

Les anticorps n'agissent pas seulement en synergie avec le complément; ils en

déclenchent la voie classique d’activation.

Les molécules d’'IgM pentamériques se

fixent aux antigénes de la surface Les molécules d’lgG se fixent aux
bactérienne et adoptent une antigénes de la surface bactérienne
conformation « crampon »
Forme
*Y‘ plane d'igM ?

Forme :
crampon d'IlgM )‘ ?

B
D ) =) - ) [<) i e e " =
T S
D4 : D
C1q se fixe a une molécule d'IgM C1q se fixe & au moins deux
liée a I'antigéne molécules d'lgG

e Y
e ® o ® 4

= ==
B

La fixation de C1q aux Ig active C1r, qui va cliver et activer la sérine protéase C1s

Figure 12 : Activation de la voie classique du comp  Iément par les IgM et les 1gG
(D'apres Janeway, 2003, p368)
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Le composé C1g du complément reconnait les parties Fc des IgM et des IgG1 liés a
I'antigene et cela entraine son activation (Figure 12). L'activation du composé Clq
provogue celle du complément par ce que I'on appelle la voie classique.

Comme nous l'avons vu plus haut, le complément fonctionne comme une cascade
de réactions enzymatiques déclenchée par le contact de l'organisme avec un
antigene, et qui aboutit toujours aux mémes fonctions effectrices : le fragment C3b,
un composant intermédiaire libéré dans le sérum, joue le rbéle dopsonine; le
fragment Cb5a, qui est lui aussi libéré au cours de la cascade, exerce des activités
inflammatoires et chimiotactiques permettant le recrutement des phagocytes ; enfin,
I'étape terminale est la formation du complexe d’attague membranaire qui peut

détruire les bactéries possédant une paroi.

3.4. Conclusion

En conclusion a ces rappels sur les anticorps, la figure 13 présentée ci-contre

résume le déclenchement et le fonctionnement de la réponse immunitaire humorale.

Nous allons maintenant décrire le protocole expérimental que nous avons utilisé.
Comme nous l'avons dit plus haut, I'objectif de notre étude est de déterminer s’ily a
une différence de réponse humorale entre les brebis des lignées CCS+ et CCS-.

L’approche que nous avons retenue pour la comparaison entre les lignées est
'immunisation avec un antigene modéle vis-a-vis duquel les animaux sont a priori
naifs. Nous comparons ensuite les réponses humorales entre brebis par dosage des
IgG car c’est l'isotype le plus abondant et le plus pertinent chez les ruminants laitiers.
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Neutralisation

Opsonisation
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S
Activation du complément
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Les anticorps empéchent
'adhérence bactérienne

Les anticorps favorisent
la phagocytose

Les anticorps activent le
complément, qui augmente
I'opsonisation et lyse

certaines bactéries

Figure 13 : Déroulement de la réponse immunitaire h

umorale

L'activation des lymphocytes B entraine leur différenciation en plasmocytes et la production
d’'anticorps qui limitent le développement bactérien par la neutralisation, I'opsonisation et I'activation
du complément. (D’aprés Janeway, 2003, p342)
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MATERIELS ET METHODES

1. Animaux

L’expérimentation porte sur 42 brebis laitieres de race Lacaune appartenant au
troupeau de l'unité expérimentale INRA de La Fage (Unité Expérimentale 321,
Roquefort, France). Ces brebis, qui ont terminé leur deuxiéme lactation, sont
réparties en deux groupes correspondant aux deux lignées de la sélection génétique.
Les effectifs sont a peu pres équilibrés, puisque le groupe CCS- comporte 22 brebis
et le groupe CCS+ 20 brebis. Les animaux sont élevés en un seul lot pour éviter tout
biais environnemental.

La mise a la reproduction est opérée début juillet 2006, la mise bas sur insémination
artificielle (IA) étant prévue la semaine du 27 novembre 2006. Les femelles
présentant un retour en chaleur sont placées en présence d’'un bélier. Les dates de
mise bas sont indiquées en annexe 2. Apres une période d’allaitement de 33 jours en
moyenne (29 a 44 jours), les agneaux sont retirés et les brebis sont traites deux fois
par jour.

Le calendrier expérimental comporte trois étapes: l'immunisation, la stimulation
intra-mammaire et la stimulation systémique en phase mémoire. Il est détaillé en

annexe 1 et représenté schématiquement par la figure 14.

3 Sérum Sérum + Lactosérum Sérum
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= J N J \ )
Immunisation Stimulation Stimulation
systémique Intra-mammaire systémique

Légende

OVA : ovalbumine

CFA : adjuvant complet de Freund

IFA : adjuvant incomplet de Freund

Figure 14 : Calendrier expérimental
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2. Immunisation

Pour étudier la réponse immunitaire humorale, nous avons choisi d'utiliser un
antigene modele avec lequel les brebis n’ont jamais été en contact avant le début de
I'expérimentation. L’antigéne en question est un antigéne inerte : I'albumine du blanc
d’ceuf de poule ou ovalbumine. L'immunisation est réalisée a l'aide de deux
injections intradermiques d’'une émulsion d’ovalbumine dans de 'adjuvant de Freund
complet d’abord, puis incomplet au moment du rappel. Les deux injections sont
réalisées a 14 jours d’intervalle, respectivement en arriere de la pointe du coude
droit et du coude gauche.

En paralléle, on procéde a des prises de sang sur tube sec stérile le jour de la
premiére immunisation (JO), puis 14 et 28 jours aprés, dans le but de mesurer les

titres d’anticorps sériques anti-ovalbumine.

Injectéat : solution antigénique 50%, adjuvant 50%. Volume total 500 ul, mélange de
500 pg dovalbumine (SIGMA, réf A5503) diluée dans 250 ul de PBS stérile
apyrogene (INVITROGEN) avec 250 pl d’adjuvant de Freund (SIGMA), complet a JO,
incomplet a J14. Une seule préparation pour tous les animaux.

Le stade de gestation d’'une brebis au moment de I'immunisation est représenté par
le nombre de jours de gestation. Celui-ci est calculé d’aprés la date de mise bas, en
se basant sur une durée de gestation type de 150 jours. Les valeurs sont indiquées

en annexe 2.

3. Stimulation intra-mammaire

A J111 (1/02/07), on injecte de I'ovalbumine (50 pg d’ovalbumine diluée dans 200 pl
de PBS stérile apyrogene) dans le trayon de I'hnémi-mamelle droite aux brebis ayant
mis bas sur insémination artificielle (mises bas du 26/11/06 au 4/12/06). Les brebis
ayant agnelé plus tardivement sont écartées de cette phase de I'étude pour des
raisons pratiques ; il reste alors 13 brebis dans le groupe CCS- et 11 dans le groupe
CCS+.

Des prélévements de lait issu de I'hnémi-mamelle droite sont réalisés a J111, J115,
J118 et J125 (soit respectivement 0, 4, 7 et 14 jours apres le rappel) dans des tubes

de 5 ml afin de mesurer les titres en anticorps anti-ovalbumine présents dans le lait.
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Le dosage des anticorps est réalisé a partir de la phase protéique du lait obtenue
aprés centrifugation (ce qui permet I'élimination des cellules et d'une grande partie
de la matiére grasse du lait). On procéde aussi aux mémes dates a des prises de

sang sur tube sec pour doser les anticorps sériques.

4. Stimulation systémique en phase mémoire

Un rappel antigénique en adjuvant incomplet de Freund (cf. supra pour l'injectat) est
réalisé a J210 pour évaluer la réponse mémoire. Des prises de sang sont faites a
J210 et J218 pour le dosage des IgG sériques.

5. Dosage des anticorps spécifiques dans le sérum

5.1. Obtention du sérum

Immédiatement aprés prélevement, les tubes de sang sont placés dans une étuve a
37T pendant 30 minutes, puis centrifugés a 2500 tours/minute pendant 5 a 7
minutes. Le sérum est ensuite prélevé et placé dans des tubes secs. Ces derniers

sont identifiés et stockés au congélateur en position verticale.
5.2. ELISA

La quantité d'immunoglobulines G anti-ovalbumine est mesurée au moyen d’un
ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) qui a été développé spécifiquement
pour ce travail. Cette méthode se déroule en plusieurs étapes, détaillées en
annexe 3. L’antigene est tout d’abord fixé a la plague ELISA. Le sérum est ensuite
introduit ce qui permet la fixation des anticorps spécifiques par la réaction antigéne-
anticorps, les anticorps du sérum étant appelés anticorps primaires. Dans un
deuxieme temps on ajoute des anticorps anti-lgG de mouton ; ces anticorps, appelés
anticorps secondaires, sont marqués avec une enzyme, la peroxydase. On obtient
donc des complexes antigéne-anticorps primaire-anticorps secondaire. La quantité

de ces complexes est mesurée grace a une réaction chimique catalysée par
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'enzyme fixée a l'anticorps secondaire. Cette réaction enzymatique aboutit a la
modification de couleur d’'un substrat coloré. La concentration en anticorps du sérum
est donc reliée a la densité optique obtenue aprés un temps de réaction donné. La

densité optique est mesurée par un spectrophotometre d’absorbance.

Dans le but d’augmenter la fiabilité des déterminations, les mesures sont réalisées
en double et a plusieurs dilutions différentes de I'échantillon, quatre le plus souvent ;
cela permet d’optimiser la précision de la mesure. En outre, chaque plaque ELISA
comporte un témoin négatif et un standard servant de référence. Ces précautions

permettent de maitriser les biais analytiques au maximum.

6. Dosage des anticorps présents dans le lait

6.1. Obtention du lactosérum

Le lait entier est conservé sous forme congelée a -20C. Apres décongélation, les
échantillons conditionnés en tube sec de 5 ml sont centrifugés a 1200g pendant 20
minutes, a la température de 4C . Le surnageant, constitué de la graisse, est retiré.
Le lactosérum est ensuite prélevé et stocké au congélateur en tube Eppendorf de

2 ml de volume.
6.2. ELISA

Les taux d’anticorps contenus dans le lait sont eux aussi mesurés au moyen de la
meéthode ELISA.

7. Analyse statistique

Le caractere analysé est le titre en anticorps aux différentes dates de mesure :
pendant I'immunisation (JO, J14, J28), aprés le rappel intra-mammaire (J111, J115,
J118, J125), et apres le rappel systémique (J210, J218). Les données brutes ne

respectant pas une distribution normale, une transformation logarithmique en base
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deux est utilisée. Compte tenu du faible nombre de points de mesures et de
I’évolution non linéaire du titre en anticorps, les résultats sont analysés a I'aide d’'un
modéle linéaire a chaque date, a lI'aide du logiciel SAS. En fonction de la phase de

I'étude, trois modeles statistiques différents sont utilisés.

7.1. Modéele statistique en phase d'immunisation

L’équation du modéle est la suivante, ou la variable dépendante Y est telle que :
Y=p+BC+pG+e

Avec - |, la moyenne exprimée en logarithme (log) de base 2 de la valeur du titre en
anticorps mesuré

- C, le groupe génétigue CCS (2 groupes, + et -)

- G, le stade de gestation (3 classes, 0, <90j et >90j, cf. plus loin)

- e, I'erreur inter-animaux

- B1 et B'2, les paramétres de régression associés aux variables explicatives C
et G.

Le nombre de mesures est de 42 a chaque point (JO, J14 et J28). Compte tenu des
faibles effectifs, I'interaction entre la lignée CCS et le stade de gestation n’est pas
évaluée. Vis-a-vis de la gestation, I'effectif est réparti en trois classes selon le statut
a JO : brebis non gestantes (codées 0), brebis a moins de 90 jours de gestation, et
brebis a plus de 90 jours de gestation.

7.2. Modéle statistique aprés stimulation intra-mammaire

L’équation du modeéle est la suivante, ou la variable dépendante Y est telle que :
Y=p+BiC+PBVg+e

Avec - |, la moyenne exprimée en log de base 2 de la valeur du titre en anticorps
mesuré dans sérum ou le lait

- C, le groupe génétiqgue CCS (2 groupes, + et -)

- Vg, la différence par rapport a la moyenne des titres en anticorps a J28 (log
de base 2)

42



- e, I'erreur inter-animaux
- B1 et B2, les parametres de régression associés aux variables explicatives C
et Vog.

L’effet du stade de gestation n’est pas testé car pour la stimulation intra-mammaire
on n’a conserve que les brebis ayant mis bas sur insémination artificielle. Le nombre
de mesures est de 24 a chaque point (J111, J115, J118 et J125).

7.3. Modele statistique aprés stimulation systémique en phase

mémoire

L’équation du modéle est la suivante, ou la variable dépendante Y est telle que :
Y=p+BC+BG+BE+e

Avec - u, la moyenne exprimée en log de base 2 de la valeur du titre en anticorps
mesuré

- C, le groupe génétigue CCS (2 groupes, + et -)

- G, le stade de gestation (3 classes, 0, <90j et >90))

- E, le fait d’avoir subi ou non un challenge intra-mammaire (2 groupes, OUI et
NON)

- e, l'erreur inter-animaux

- B1, B2 et B3, les parametres de régression associés aux variables explicatives
C,GetE.

Le nombre de mesures est de 34 & J210 et de 33 & J218.
Pour chaque période, I'évolution des titres en anticorps entre les différents points de
mesure est aussi analysée par des modeles linéaires similaires, ou cette fois la

variable dépendante Y est la différence de titre en anticorps entre 2 dates. Les

variables explicatives testées sont les méme.
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RESULTATS

Les valeurs obtenues a l'issue des dosages ELISA sont présentées en annexe 4,

avant et aprés transformation logarithmique, dans les tableaux 7 a 9.
1. Réponse anticorps pendant et apres immunisation

1.1 Intensité de la réponse anticorps en phase d'immunisation

Les figures 15 et 16 comparent I'évolution des taux d’anticorps au cours de
immunisation dans les groupes CCS+ et CCS-.
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Figure 15 : Evolution de la quantité d’anticorps sp écifiques au cours de I'immunisation

A JO, le taux moyen d’anticorps est a la limite du seuil de détection avec I'ELISA tel
gu'il a été développé. Ces valeurs sont donc négligeables par rapport aux valeurs
ultérieures ce qui confirme [l'absence d’anticorps ou la présence de taux
extrémement faibles d’anticorps réagissant avec l'ovalbumine chez les animaux de
I'essai.

Par la suite les valeurs augmentent successivement a J14 et J28. L'écart type est
tres grand a cette derniere date. A J111, le taux moyen d’anticorps du groupe CCS+
reste comparable a celui mesuré a J28, celui du groupe CCS- semble diminuer pour

avoisiner celui mesuré a J14.
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Excepté a JO ou I'on n'observe pas de différence entre les groupes, le taux moyen
d’anticorps du groupe CCS- est supérieur a celui du groupe CCS+ a toutes les dates
ou il a été mesuré. La différence apparente est maximale a J28, elle est par contre
trés faible a J111.
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Figure 16 : Quantités d’'anticorps produites au cour s de I'immunisation, aprés transformation
logarithmique

Apres transformation logarithmique des valeurs, on retrouve une méme évolution
générale. Les moyennes augmentent de JO a J28, puis a J111 on observe une
stabilisation pour le groupe CCS+ et une légére diminution pour le groupe CCS-.

Quelle que soit la date choisie, le taux moyen d’anticorps des brebis CCS- est

supérieur a celui des brebis CCS+.

Dans le but d’observer plus finement les différences de réponses anticorps entre
brebis CCS+ et CCS-, les trois graphiques suivants représentent les valeurs
individuelles a J14, J28 et J111.
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Figure 17 : Distribution des quantités d’anticorps mesurées a J14

A J14, environ deux tiers des brebis CCS- présentent des quantités d’lgG
comparables aux brebis CCS+ et inférieures & 500.10° unités/ml. Pour le troisiéme
tiers des brebis CCS-, c'est-a-dire 8 d’entre elles, les valeurs sont nettement plus
grandes, en particulier une brebis dont le taux d’lgG avoisine 2000.10° unités/ml.
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Figure 18 : Distribution des quantités d’anticorps mesurées a J28

A J28, on retrouve une distribution qui ressemble a celle enregistrée a J14. Les

valeurs mesurées d’anticorps sont toujours inférieures & 15.10°> UA/ml pour les brebis
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CCS+ alors que 7 brebis du groupe CCS- ont des valeurs supérieures. A nouveau,
une des brebis CCS- (pas la méme cependant) présente un taux d’anticorps tres
élevé, supérieur & 16.10° UA/m.
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Figure 19 : Distribution des quantités d’anticorps mesurées a J111

A J111, le nombre d’échantillons analysés est plus faible car seules les brebis ayant
subi un challenge intra-mammaire sont prises en compte. Cela se traduit par le retrait
de 9 brebis du groupe CCS- et de 9 brebis du groupe CCS+. A cette date, la
distribution des valeurs ne montre pas de différence évidente entre les deux lignées,
cependant il faut noter que parmi les 9 brebis CCS- retirees de I'étude, 7

présentaient de fortes réponses anticorps a J14 et J28.

1.2 Variation de la réponse anticorps en fonction du stade de

gestation

En considérant que la durée de la gestation chez la brebis est de 150 jours, la date
de mise bas a permis de calculer le nombre de jours de gestation au moment de la
premiere injection d’ovalbumine.

Lorsqu’on représente la réponse anticorps a J14 et J28 en fonction du stade de

gestation lors de I'immunisation, on constate une diminution de lintensité de la
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réponse anticorps d’autant plus marquée que la gestation est avancée, comme le
montrent les droites de tendance.

26,0

24,0

22,0

20,0

180 | *J28
mJ14

16,0 -
14,0 A
12,0 A

10,0 T T T T
60 70 80 90 100 110

Nombre de jours de gestation a la premiére injectio  n
d'immunisation

Titre en IgG anti-OVA (log2(UA)/ml)

Figure 20 : Réponses anticorps a J14 et J28 en fonc  tion du stade de gestation

On retrouve la méme tendance sur le graphique qui présente les valeurs moyennes
des réponses anticorps a J14 et J28 en fonction du stade de gestation au moment de

la premiére injection immunisante.
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Figure 21 : Réponses anticorps moyennes (J14, J28)  en fonction du stade de gestation
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Plus 'immunisation est réalisée a un stade de gestation avancé, moins la réponse
anticorps est forte. Ce résultat particulierement intéressant sera discuté dans la

derniere partie de notre document.

1.3. Intensité de la réponse anticorps en phase mémoire
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Figure 22 : Réponses anticorps aprés stimulation an  tigénique en phase mémoire

Apres le rappel systémique a J210, on observe une forte augmentation du taux
moyen d’anticorps dans les deux groupes. En paralléle les écart-types des valeurs
des deux groupes augmentent fortement eux aussi ; a J218 I'écart-type des valeurs
du groupe CCS+ est beaucoup plus élevé que celui des valeurs du groupe CCS-.

A J210 le taux moyen d’anticorps est plus grand dans le groupe CCS- alors qu'a

J218 c’est dans le groupe CCS+ que la moyenne est la plus élevée.
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Figure 23 : Réponses anticorps en phase mémoire apr  és transformation logarithmique

Apres transformation logarithmique, 'augmentation de la quantité d’anticorps entre
J210 et J218 est toujours visible, bien gu’atténuée. Les deux groupes ont des
moyennes proches avec cette fois un léger avantage pour les brebis CCS- aux deux

dates.

2. Réponse anticorps dans le sérum apres stimulation

antigénique intra-mammaire

Les figures 24 et 25 comparent les quantités d’anticorps du sérum des deux groupes

apres injection d’ovalbumine dans I’hémi-mamelle droite.
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Figure 24 : Titres sériques en anticorps aprés stim  ulation antigénique intra-mammaire

Le taux sérique d’anticorps augmente régulierement de J111 & J125. L’augmentation
est légeére pour le groupe CCS+ alors gu’elle est franche pour le groupe CCS-. Au
cours de la période ou les mesures ont été réalisées, les taux moyens d’anticorps du
groupe CCS- restent toujours supérieurs a ceux du groupe CCS+. La variabilité des
valeurs du groupe CCS+ reste du méme ordre alors que celle des valeurs du groupe
CCS- augmente.
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Figure 25 : Réponses sériques apres transformation logarithmique
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Apres transformation logarithmique, l'augmentation des titres en anticorps est
atténuée : les valeurs paraissent globalement constantes. Par contre, quelle que soit
la date choisie, les taux moyens d’anticorps du groupe CCS- sont supérieurs a ceux

du groupe CCS+.

3. Réponse anticorps dans le lactosérum apres stimulation

antigénique intra-mammaire
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Figure 26 : Titres en anticorps dans le lactosérum aprés stimulation antigénique intra-
mammaire

Les titres anticorps de la phase protéique du lait mesurés aprés challenge intra-
mammaire suivent une évolution du méme type pour les deux groupes. A J115 les
titres moyens en anticorps augmentent nettement puis diminuent a J118 alors qu'il
existe a nouveau une augmentation modérée a J125. Dés J111 et jusqu’a J125 les
brebis du groupe CCS- ont des titres moyens en anticorps plus élevés que celles du

groupe CCS+ ; néanmoins la différence entre les deux groupes est minime a J115.
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Figure 27 : Titres en anticorps dans le lactosérum apres stimulation antigénique intra-
mammaire, apres transformation logarithmique

Apres transformation logarithmique, I'évolution des titres anticorps est atténuée. On
retrouve la différence entre les deux groupes : les titres anticorps moyens sont plus

élevés dans le groupe CCS-.

4. Analyse statistique : recherche des effets statistiguement

significatifs

4.1. En phase d'immunisation

4.1.1. Variation du titre en anticorps

On observe une augmentation significative du titre en anticorps entre JO et J14
(+6,99 en log base 2, p<0,001) et entre J14 et J28 (+2,13 en log base 2, p<0,001).
Ni la gestation (p=0,66 et p=0,70) ni la lignée CCS (p=0,27 et p=0,42) n'ont d’effet
significatif sur I'évolution des titre en anticorps entre JO et J28.

4.1.2. Effet de la lignée CCS

Il existe une différence significative entre les lignées CCS de la quantité d’anticorps

spécifiques dans le sérum a J28 (p=0,008) ; les valeurs sont plus faibles chez les
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brebis CCS+ (-1,31 en log base 2). La différence est proche du seuil de significativité
a JO (p=0,07) et J14 (p=0,058).

4.1.3. Effet du stade de gestation

L’effectif est réparti en trois classes selon le statut gestationnel a JO : brebis non
gestantes (n=4), brebis a moins de 90 jours de gestation (n=10), et brebis a plus de

90 jours de gestation (n=28).

Il existe un effet du stade de gestation sur l'intensité de la réponse anticorps anti-
OVA dans le sérum a JO (p=0,01) et J28 (p=0,01) chez les brebis gestantes depuis
plus de 90 jours, ces dernieres présentant des valeurs significativement plus basses.
L’effet est plus marqué a J28 (-2,11 en log de base 2) qu'a JO (-1,17 en log de
base 2). A J14, on observe une différence proche du seuil de significativité de 5%
(p=0,065), dans le méme sens (-1,82).

Par contre, les deux autres groupes relatifs a la gestation ne présentent de différence

significative a aucune date de mesure.

4.2. En phase mémoire

Que ce soit a J210 ou a J218, aucun des effets testés n’est significatif, ni la lignée
(p=0,77 et P=0,41), ni I'existence d’un challenge intra-mammaire préalable (p=0,61

et p=0,94), ni le statut gestationnel au moment de 'immunisation (p=0,83 et p=0,99).

Concernant I'évolution du titre en anticorps, le rappel avec I'ovalbumine en adjuvant
incomplet de Freund induit une augmentation entre J210 et J218 (+3,18 en log
base 2, p=0,005) qui n'est pas significativement différente entre les deux lignées
CCS (p=0,98) et ne dépend ni du stade de gestation (p=0,73) ni de I'existence d’'une
stimulation intra-mammaire préalable (p=0,47).
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4.3. Apres stimulation antigénique intra-mammaire

Suite a la stimulation antigénique locale, les valeurs mesurées aprés J111 dans le
sang présentent une forte corrélation entre elles (0,85-0,95). La corrélation entre les
valeurs mesurées dans le sang et dans le lait est plus faible (0,4-0,6).

4.3.1. Anticorps du sérum

4.3.1.1. Effetde lalignée CCS

Malgré les différences apparentes observées sur les figures 24 et 25, la lignée CCS
n'exerce d'effet significatif ni a J111 (p=0,90), ni a J115 (p=0,14), ni a J118 (p=0,15)
ni a J125 (p=0,42).

4.3.1.2. Effet du titre en anticorps sériques a J28

La quantité d’anticorps a J28 a une influence significative sur la quantité mesurée a
J111 (p=0,025), J115 (p=0,01) J118 (p=0,01) et J125 (p=0,01) : une valeur élevée a
J28 est associée a un titre en anticorps plus élevé (+0,35 a +0,40 en log base 2)
entre J111 et J125.

4.3.1.3. Evolution du titre en anticorps sériques

L’augmentation du titre en anticorps entre J111 et J115 est significative pour le
groupe CCS- (+3,19 en log base 2, p=0,0485) mais pas pour le groupe CCS+ (+2,56
en log base 2, p=0,09). Les variations ultérieures des quantités d’anticorps ne sont
pas significative (p=0,98 entre J115 et J118 ; p=0,61 entre J118 et J125), et ne sont

influencées ni par la lignée CCS, ni par le titre en anticorps a J28.

4.3.2. Anticorps du lactosérum

4.3.2.1. Effetde lalignée CCS

La quantité d’anticorps lactosériques n’est pas significativement différente entre les
deux lignées a J111 (p=0,32), J115 (p=0,94), J118 (p=0,45) et J125 (p=0,53).
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4.3.2.2. Effet du titre en anticorps sériques a J28

Comme dans le sérum, la quantité d’anticorps a J28 possede un effet significatif sur
la quantité d’anticorps dans le lait mesurée a J111 (p=0,001), J115 (p=0,05), J118
(p=0,005) et J125 (p=0,001) : une valeur sérique €levée a J28 est associée a un titre

en anticorps plus élevé dans le lait (+0,35 a +0,55 en log base 2) entre J111 et J125.

4.3.2.3. Evolution du titre en anticorps dans le lait

Le titre en anticorps du lait augmente significativement entre J111 et J115, & la fois
chez les brebis CCS- (+0,60 en log base 2, p=0,0055) et CCS+ (+0,93 en log base 2,
p=0,002). Cette augmentation n’est pas significativement différente entre les deux
lignées (p=0,26). Entre J115 et J118, la quantité danticorps diminue
significativement dans les deux lignées (-0,53, p=0,0342 pour les CCS- et -0,84,
p=0,027 pour les CCS+). Cette diminution n’est pas non plus différente entre les
deux lignées (p=0,37). L’'augmentation des titres en anticorps entre J118 et J125 est
proche du seuil de significativité pour les brebis CCS- (p=0,0561) et significative pour
les CCS+ (p=0,0207). L’évolution est quasiment semblable pour les deux lignée
(+0,28 pour les CCS- ; +0,37 pour les CCS+, en log base 2).

Il N’y a pas d’effet du titre en anticorps a J28 sur l'intensité de I'évolution du titre en

anticorps dans le lait entre les différents points de mesure.

En réesumé, il n’y a pas d'effet significatif de la lignée CCS apres stimulation intra-
mammaire, sauf sur 'augmentation du titre en anticorps du sérum entre J111 et
J115. On peut cependant supposer qu'un échantillon de plus grande taille aurait

permis de mettre en évidence une différence plus franche entre lignées.
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DISCUSSION

Au cours de I'étude de la réponse anticorps obtenue aprés immunisation avec un
antigene protéique en adjuvant de Freund, nous avons constaté que l'intensité de la
réponse spécifique de l'antigene n’est pas la méme entre les brebis des deux lignées
de la sélection divergente. En effet, au cours de I'immunisation et dans une moindre
mesure, apres injection d'ovalbumine dans I'hémi-mamelle droite, la quantité
d'immunoglobulines G (IgG) est plus élevée chez les brebis CCS- que chez les
brebis CCS+. Cette différence n’est cependant pas observée dans le lait ce qui sera
discuté plus loin. En outre, nous avons observé que la quantité d'anticorps
spécifiques produits aprés I'immunisation diminue d’autant plus que la gestation de la
brebis est avancée.

1. Analyse des résultats

A chaque fois qu’un résultat significatif est obtenu, on peut se demander si certains
aspects de la méthode expérimentale ont pu étre a l'origine d’'un biais analytique.
Dans cette partie, nous discuterons des facteurs susceptibles d’étre a l'origine de ce
phénomeéne : la méthode analytique, les effectifs des groupes CCS+ et CCS-,
I'antigéne, la cohorte et la génération de brebis.

1.1. Analyse des échantillons de sérum et de lactosérum

Le biais analytique pourrait étre lié a la méthode d’analyse. La méthode de mesure
de la quantité d’IgG présentes dans les échantillons de sérum et de lactosérum a été
détaillée dans la partie « Matériels et méthodes ». Un méme protocole ELISA a été
utilisé pour tous les échantillons, avec les mémes réactifs et le méme sérum
standard pour chaque plague. Les échantillons issus des brebis CCS+ et CCS- ont
été analysés en aveugle et simultanément, sur des plaques ELISA communes.

Le biais analytigue éventuel est donc confondu avec la variabilité inter-individuelle
prise en compte dans I'analyse statistique.
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1.2. Effectifs

On pourrait se demander si l'effet significatif attribué a la lignée est lié a un
échantillonnage biaisé ou a un déséquilibre entre les groupes CCS+ et CCS-.
L'effectif utilisé était de 22 puis 13 brebis dans le groupe CCS- et de 20 puis 11
brebis dans le groupe CCS+, selon la phase du calendrier expérimental. Ces
nombres, un peu faibles, représentaient la totalité des animaux issus de la sélection
divergente et disponibles a l'issue de deux années de lactation.

Il est peu probable que la différence observée soit liée a I'échantillon analysé car
toutes les brebis ont été conservées dans la mesure ou elles étaient gestantes et
aptes a produire une troisieme lactation. Il faut noter que I'effectif de chaque groupe
a évolué de facon relativement paralléle au cours du temps et qu'aucune réforme

volontaire n’a été réalisée.

1.3. Antigene modele

L’antigéne utilisé pourrait étre a l'origine d’'un biais si certains animaux eétaient
préalablement immuns vis-a-vis de celui-ci ou s’il était a I'origine d’une stimulation
antigénique d’intensité variable d’'une brebis a I'autre et entre les groupes.
L'ovalbumine de poule, antigéne modeéle pour les études immunologiques posséde
deux attributs importants vis-a-vis de ces questions. D’'une part c’est un antigene
protéigue inerte, donc la stimulation antigénique est identique pour tous les animaux
de I'étude. D’'autre part, toutes les brebis pouvaient étre considérées comme
immunologiquement naives avant la premiére injection. L'absence d'immunisation
vis-a-vis de I'ovalbumine a été vérifiée a posteriori apres la phase d’immunisation : a
JO, le taux moyen d’anticorps est de I'ordre de 1200 UA/ml alors qu’a J14 il avoisine
250 000 UA/mI.

1.4. Geénération et cohorte de naissance

Notre étude repose sur une seule cohorte de naissance car toutes les brebis
appartenaient a la méme génération. On pourrait envisager que la réponse
immunitaire humorale soit soumise a un effet générationnel ; c’est une limite que I'on
peut considérer dans la mesure ou cela aurait pu constituer un biais dans les
résultats. Une étude ultérieure a été réalisée sur des animaux de la deuxieme
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cohorte de naissance au sein de la sélection divergente et des effectifs plus grands
ont été utilisés. En outre, ces animaux étaient issus de nouveaux béliers, qui
n'avaient pas été utilisés pour la premiére cohorte. Des résultats trés similaires ont
été obtenus ce qui confirme I'existence d’'une différence d’intensité de la réponse
humorale entre les lignées CCS+ et CCS-. Ceci permet d’éliminer I'effet année

comme biais dans les résultats obtenus.

2. Effet de la gestation sur la réponse immunitaire

Les résultats de la phase d’immunisation montrent que la production d’lgG est
d’autant plus faible que la gestation est avancée. L'effet est significatif a JO et J28, et
proche du seuil de significativité a J14, probablement en raison de la faible taille de
I’échantillon. Il faut aussi noter que parmi les 9 brebis CCS- retirées de I'étude a J111
en raison de leur mise bas trop tardive, 7 présentaient de fortes réponses anticorps
lors de I'immunisation (cf. paragraphe 1.1. de la partie « Résultats »). Puisque ces
brebis ont été immunisées a un stade plus précoce de leur gestation, cela confirme

I'effet de cette derniére.
2.1. Observations publiées

Les altérations de I'immunité liées a la gestation sont démontrées depuis de
nombreuses années. Chez les ruminants, la période entourant la mise bas est
associée a une incidence accrue de certaines infections, notamment mammaires et
utérines. De nombreux travaux de recherche ont été réalisés pour mieux comprendre

ce phénomene.

Chez la vache laitiere, difféerentes publications (Mallard, 1998 ; Detilleux, 1995 ;
Vangroenweghe, 2005 ; Burvenich, 2007) décrivent des modifications des réponses
immunitaires au moment du péripartum. Plusieurs effecteurs de limmunité non-
spécifigue mais aussi spécifique sont concernés. Les polynucléaires neutrophiles,
qui sont les cellules clés des mécanismes de défense contre les infections
mammaires, ont une fonctionnalité diminuée (Burvenich, 2003 ; Burton, 2003). La
réponse humorale est diminuée chez environ 60% des vaches, selon les travaux de

I'équipe de Mallard (Wagter, 2000). On observe aussi une baisse de réactivité des
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lymphocytes B et T aux substances mitogenes ainsi qu’une diminution de la capacité
des lymphocytes a produire I'interféron gamma (IFNy).

Toutes ces modifications aboutissent a une diminution globale de la qualité des
réponses immunitaires, ce qui explique probablement la sensibilité plus marquée aux

infections.

Chez les ovins, les travaux les plus pertinents sur le sujet ont été réalisés par
Reynolds et Griffin (Reynolds, 1986 ; Reynolds, 1990), qui ont comparé la réponse
humorale chez des brebis en fonction de leur stade physiologique au moment de
'immunisation. Les groupes étaient au nombre de quatre : brebis non gravides,
brebis immunisées avant la conception, brebis immunisées en début de gestation (21
a 35 jours de gestation), et brebis immunisées en fin de gestation (98 a 112 jours de
gestation). La durée moyenne de gestation des brebis est de 5 mois, soit 150 jours.
La réponse primaire est modifiée de facon variable selon l'antigéne utilisé.
L’'immunisation a l'aide d’'un vaccin vivant atténué contre Brucella abortus a montré
une production plus forte d’IgM chez les brebis gestantes, alors que le phénoméne
inverse a été obtenu lors de I'immunisation avec I'albumine sérique bovine.

Lors de la réponse secondaire, les brebis gestantes ont une production d’IgM plus
forte et une production d’'IgG1 plus faible que les brebis non gestantes.

Ces résultats indiquent une baisse de la commutation isotypique chez les brebis
gestantes, ainsi qu'un défaut de mémoire immunitaire. Ces altérations sont d’autant
plus prononcées que la gestation est avancée et elles disparaissent rapidement

apres la mise-bas.

Notre étude a comparé les réponses anticorps IgG chez des brebis qui ont recu la
premiére injection antigénique alors qu’elles étaient gestantes depuis une durée
variable de 68 a 106 jours, c'est-a-dire plutét vers le milieu ou la fin de la gestation.
La fenétre de temps de notre étude est donc plus étroite, mais les résultats obtenus
vont dans le méme sens : la réponse anticorps IgG s’amenuise a mesure que la

gestation avance.
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2.2. Interprétation

L’interprétation de ces résultats n'est pas aisée, car les mécanismes responsables
de la modification de la réponse immunitaire humorale sont encore largement
méconnus, et ce malgré de nombreux travaux de recherche.

De maniére générale, on peut faire I'hypothése que le profil endocrinien associé a la
gestation est en cause. Les hormones stéroidiennes comme la progestérone et
'oestradiol, 'hormone de croissance et peut-étre certaines cytokines pourraient
exercer un contrble négatif sur certaines activités lymphocytaires. Par exemple, le
défaut de commutation isotypique chez les brebis en gestation trouve sans doute son
origine dans une fonctionnalité altérée des LT auxiliaires (LT CD4). De méme, il a été
montré que les LT CD8 de la mamelle présentent une activité immunosuppressive

inhabituellement grande au péripartum.

La période correspondant a la fin de la gestation est également associée a des
modifications de la distribution des LT dans I'organisme : diminution des LT présents
dans la mamelle et du rapport CD4/CD8 dans le lait et dans le sang. La répartition de
ces cellules se fait par le jeu de protéines membranaires dont I'expression est
probablement régulée par les hormones et les cytokines produites pendant la

gestation.

Une étude de Mallard et ses collegues (Mallard, 1997) décrit l'influence de 3
hormones — I’hormone de croissance (GH), le facteur de croissance insuline-like 1
(IGF1) et le cortisol — sur la réponse humorale des vaches laitieres au péripartum.
Une corrélation positive est observée entre les concentrations en anticorps et en GH,
une corrélation négative entre les concentrations en anticorps et en IGF1. L’étude ne

démontre cependant pas de relation de cause a effet.
En résumé, si les mécanismes sous-jacents méritent encore d’étre explorés, il est

clair que la gestation a une influence significative sur les fonctions immunitaires. Nos

résultats illustrent bien cette réalité.
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3. Variabilité génétique de la réponse humorale

3.1. Rappel des résultats

Notre étude met en évidence une différence de production d’lgG entre les brebis des
lignées CCS : le groupe CCS- produit des anticorps en plus grande quantité que le
groupe CCS+. En phase d'immunisation, la différence est significative a J28 et
proche du seuil de significativité a JO et J14. Apres la stimulation intra-mammaire,
seule I'évolution des anticorps du sérum de J111 a J115 est différente entre lignées.
Aprés le rappel systémique a J210, il n'y a pas de différence entre lignées. Le fait
que les résultats ne soient pas toujours significatifs s’explique sans doute en partie
par la faible taille de I'échantillon. De plus, 7 des 9 brebis CCS- retirées de I'étude de
J111 a J125 présentent de fortes réponses anticorps a J14 et J28, ce qui renforce
'effet lignée. La sélection génétique sur le critere CCS - un indicateur
essentiellement associé a la réponse immunitaire non spécifique - a donc provoqué
ou est associée a une modification de la réponse immunitaire spécifique a médiation
humorale. En d’autres termes, il est trés probable que la différence de production
d’anticorps entre les lignées de brebis de notre étude soit d’origine génétique. C’'est
I'néritabilité (h?) qui est généralement utilisée pour apprécier la part de variabilité
d’origine génétique d’'un caractére donné, car elle est définie par le rapport entre la
variance d’origine génétique et la variance phénotypique. Dans le prochain
paragraphe, nous rapportons les principaux travaux ayant été effectués sur la
variabilité génétique de la réponse anticorps chez les ruminants, mais aussi dans
d’autres especes. Nous formulerons ensuite des hypotheses sur lorigine de la

variabilité de la réponse humorale entre les brebis de notre étude.
3.2. Observations publiées

3.2.1. Chez les ruminants

Chez les ovins, deux études a grande échelle ont analysé les parametres génétiques
de la réponse immunitaire.

L’équipe de Berggren-Thomas a mesuré la réponse anticorps anti-ovalbumine de
616 brebis, dont 378 étaient gestantes (Berggren-Thomas, 1987). L’héritabilité de la
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réponse anticorps est de 0,27 = 0,17 pour lI'ensemble des brebis et, chose
remarquable, elle s’éleve a 0,57 + 0,25 pour les brebis gestantes. Face a ce résultat,
les auteurs évoquent la possibilité d’une variation du déterminisme génétique de la
réponse humorale lors de la gestation. Le nombre de foetus in utero ne constitue pas
un facteur significatif de variation, mais I'effet de la gestation elle-méme n’est pas
analysé. Contrairement a notre étude, le stade de gestation lors de I'immunisation
n'a pas d’effet significatif, cependant ce paramétre variait peu entre les animaux de
I'échantillon analyseé.

Plus récemment, Moreno a publié une analyse des paramétres génétiques de la
résistance a Salmonella abortusovis chez 1216 agneaux (Moreno, 2003). Les taux
d’'IgM et d’'lgG1 sont mesurés a JO et J7 et leurs variations entre les deux dates sont
calculées. Le taux d’'lgG1 a JO présente une faible héritabilité de 0,14, probablement
liée a la présence résiduelle d’anticorps maternels. Par contre, le taux d’IgM a JO et
les variations des IgM et des IgG1 sont tres héritables (respectivement 0,37, 0,64 et
0,30).

Dans I'espéce bovine, nous avons choisi trois travaux parmi ceux qui ont été réalisés

et publiés.

O’Neill a étudié l'influence de la variabilité génétique sur la réponse humorale de
jeunes bovins apres vaccination contre le virus respiratoire syncytial bovin (O’Neill,
2006). L'expérimentation, qui porte sur un large effectif de 463 veaux, met en
évidence un effet marqué de la paternité sur la production d’lgG et d'IgGl en

particulier, associé a une héritabilité de I'ordre de 0,30.

Detilleux a analysé plusieurs parametres de la réponse immunitaire au péripartum
chez des vaches laitieres Prim’Holstein (Detilleux, 1994). Les auteurs ont mesuré
une forte héritabilité pour le nombre et la fonctionnalité des neutrophiles (migration,
phagocytose et destruction des bactéries), pour le nombre et la réponse aux
mitogenes des lymphocytes, et pour la production d’'IgM, d’lgG1 et d’lgG2. Bien que
le risque de surestimation des valeurs soit grand a cause de la faible taille de
I'échantillon, cette étude montre une grande variabilité d'origine génétique de
'immunodépression en péripartum, qui a été mise en évidence dans les différents

aspects de la réponse immunitaire.
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Les travaux de I'équipe de Mallard sont particulierement intéressants a comparer
avec notre étude, car ils concernent la réponse humorale en péripartum apres
immunisation avec I'ovalbumine (Wagter, 2000). Cent trente six vaches et génisses
appartenant a trois troupeaux sont classées en trois groupes (forts, moyens, et
faibles répondeurs) selon l'intensité de la réponse anticorps. Signalons au passage
gue nous avons, nous aussi, observé qu’environ un tiers des brebis CCS- fournissent
une réponse anticorps nettement plus forte que les autres (cf. paragraphe 1.1. de la
partie « Résultats »). L’héritabilité varie de 0,32 a 0,62 en fonction de la date de la
mesure. Les trois groupes sont associés a des incidences de mammites différentes :
globalement le groupe « low antibody » développe plus fréquemment des mammites.
Dans un des trois troupeaux, c’'est le groupe fort répondeur qui est le plus atteint ;
cependant, dans ce dernier cas il s’agit uniguement de génisses et on sait par
ailleurs que les mammites des génisses sont difficlement comparables a celles des
autres vaches laitieres. Chose remarquable, la classification des animaux selon la
production d’anticorps semble associée a une variation des CCS : dans un des trois
troupeaux, les CCS du groupe « high antibody » sont significativement plus faibles.
Bien qu’il mérite d’étre confirmé, ce résultat rappelle la relation inverse entre CCS et

réponse anticorps que nous avons mise en évidence.

3.2.2. Chez le porc

Dans l'espéce porcine, il existe aussi une variabilité génétique de la réponse
immunitaire. Wilkie et Mallard ont réalisé une sélection divergente portant a la fois
sur la réponse cellulaire et humorale (Wilkie, 1999). L’héritabilit¢ des différents
indicateurs immunitaires pris en compte s’échelonne entre 0,07 et 0,27. Apres trois
générations, les valeurs EBV (Estimated Breeding Values) des deux lignées different
de 2 écarts types génétigues, ce qui correspond a une différence significative. Les
animaux de la lignée HIR (High Immune Responsiveness) présentent une meilleure
réponse a la vaccination et un gain de poids supérieur a ceux des autres lignées. lls

montrent aussi une tendance plus marquée a générer une forte inflammation.

3.2.3. Chez le poulet

Chez le poulet, Pinard et son équipe (Pinard, 1992 ; Pinard, 1993) ont effectué une

sélection divergente sur la réponse humorale aprés immunisation contre les
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hématies de moutons. L’héritabilité est respectivement de 0,21 et 0,25 pour les
lignées L (Low) et H (High) et dés la troisieme génération, les différences entre
lignées sont significatives. Aprés exposition au virus de la Maladie de Marek, la
mortalité est plus élevée et plus précoce chez les poulets de la lignée L (Low, faible
production d’anticorps) que chez ceux de la lignée témoin. Pour les poulets de la
lignée H (High) par contre, il n’y a pas de différence de taux de mortalité, méme si la

mort survient plus tard.

3.2.4. Chez la souris

Chez la souris, plusieurs sélections divergentes ont été effectuées sur des
caractéres immunitaires différents. Il s’agit en particulier des travaux des équipes de
Biozzi et de Ribeiro.

La sélection divergente de Biozzi portait sur la réponse anticorps aprés immunisation
avec des hématies de moutons (Biozzi, 1979). Dans les deux populations de souris
d’origine, I'héritabilité est respectivement évaluée a 0,35 et 0,23. Apres 13 et 16
générations, la limite de sélection est atteinte, indiquant que I'ensemble des animaux
est alors homozygote pour les génes déterminant la production des anticorps en
guestion. Le déterminisme génétique de la réponse immunitaire humorale sera
d’ailleurs abordé dans un prochain paragraphe.

Les travaux de Ribeiro portent sur la réaction inflammatoire aigué (Biozzi, 1998 ;
Vigar, 2000) ; ils sont intéressants a comparer avec les nétres dans la mesure ou
nous avons observé que la sélection sur le critere CCS a un effet sur l'intensité de la
réponse inflammatoire. Deux lignées de souris ont été sélectionnées, respectivement
pour une réaction inflammatoire aigué maximale et minimale. Si la production d’'IgG
est similaire dans les deux lignées, l'orientation de la réponse immunitaire, par
contre, est modifiée : les souris de la lignée AIRmax (Acute Inflammatory Reactivity
max) ont une réponse plutdt orientée Th2 contrairement a celles de la lignée AIRmiIn
qui ont une réponse plutét Thl. A lissue de la sélection, les souris de la lignée
AIRmax sont plus sensibles a l'arthrite induite par le pristane, mais plus résistantes a
la tumorigenése cutanée, deux affections qui correspondent a des mécanismes
immunitaires différents.

Ces résultats montrent qu’'une sélection divergente sur un caractere quantitatif de la
réponse immunitaire a une influence, quantitative ou qualitative, sur les autres

modalités de réponse.
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3.2.5. Chez 'hnomme

Dans I'espéce humaine, deux études témoignent d’une variabilité génétique de la
réponse immunitaire humorale.

L’équipe de Tan a mesuré la réponse IgG chez 100 paires de jumeaux apres
vaccination contre la rougeole, les oreillons et la rubéole (Tan, 2001). Dans les trois
cas, I'héritabilité est significativement différente de zéro; elle est évaluée
respectivement a 0,89 + 0,22, 0,39 + 0,23 et 0,46 £ 0,25, ce qui est particulierement
élevé.

Une autre étude, réalisée chez 29 patients adultes, évalue [linfluence du
polymorphisme des génes de plusieurs cytokines (TNFa, IFNy, IL-6, IL-10, TGFB1)
sur la réponse immunitaire (Gentile, 2003). Le géne codant pour la production de
TNFa contribue de maniere significative a la réponse IgG dans le sérum, tandis que
celui codant pour I'lFNy a un effet significatif sur la production d’'lgA dans les

sécrétions nasales.

3.3. Interprétation

Les différentes publications qui viennent d’étre citées attestent I'existence d’une forte
variabilité génétique de la réponse immunitaire humorale. L’héritabilité est de I'ordre
de 0,30 ; en d’autres termes, environ un tiers de la variabilité de la réponse anticorps
est liée au patrimoine génétique, et ce quelles que soient les espéces ou elle a été
évaluée. La question qui se pose maintenant est celle de I'origine de cette variabilité.

Quels sont les genes dont le polymorphisme influe sur la réponse anticorps ?

3.3.1. Déterminisme génétique de la réponse humoral e

Les connaissances a ce sujet, bien gu’en constante progression, restent largement
incomplétes & ce jour. Il est généralement admis que la réponse immunitaire
humorale suit un déterminisme polygénique comportant plusieurs QTL (Quantitative
Trait Loci). Chez la souris, Biozzi a évalué leur nombre a 10 et 6 en se basant sur
deux sélections divergentes distinctes de 13 et 16 générations comprenant une
centaine d’individus chacune (Biozzi, 1979). Certains de ces génes exercent
probablement une dominance incompléete, car la sélection n’est pas aussi efficace

dans les lignées H et L.
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D’aprés les nombreuses études publiées sur la question, on peut faire une
distinction, parmi les géenes impliqués, entre ceux qui sont liés au CMH et les autres.
Concernant les génes liés au CMH, I'équipe de Mallard a comparé les réponses
immunitaires de 124 vaches Holstein aprés infection expérimentale par
Staphylococcus aureus en fonction des alleles du géne BoLA (Bovine Lymphocyte
Antigen) qui code pour le CMH de classe | (Mallard, 1995). Les résultats montrent un
effet significatif des alléles sur la réponse des lymphocytes aux signaux mitogenes,
ainsi que sur la production d’anticorps totaux dans le sérum et celle d’anticorps et
d’'lgG1 dans le lait.

Une autre étude de Glass, Oliver et Spooner (Glass, 1990) indique qu’il existe un
effet significatif des alleles du CMH de classe Il sur la prolifération des lymphocytes T
aprés immunisation avec I'ovalbumine. Les génes du CMH de classe Il participent

donc eux aussi au déterminisme de la réponse immunitaire.

Concernant les génes qui ne sont pas liés au CMH, les travaux de Ribeiro (Biozzi,
1998 ; Vigar, 2000) sur la réaction inflammatoire aigué chez la souris montrent que
de nombreux génes agissent en commun ou en interaction sur les différents volets
de la réponse immunitaire. Les genes du CMH ne sont donc pas les seuls impliqués.
De plus, I'équipe de Gentile (Gentile, 2003) a observé chez 'hnomme une influence
significative des génes codant pour les cytokines TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et

IFNy. L'importance de ce résultat sera soulignée dans quelques paragraphes.

Ces quelgques données nous donnent un apergu, certes incomplet, de la diversité des
genes dont le polymorphisme participe a la variabilité de la réponse immunitaire

humorale, telle que nous I'avons observée dans nos résultats.

3.3.2. Relation entre réponse humorale et CCS

La question qui se pose ensuite est celle du lien entre le déterminisme de la réponse
humorale et celui des CCS. Les deux lignées de brebis de notre étude proviennent
d'une sélection divergente sur le critere CCS. Le déterminisme génétiqgue de ce
dernier caractere présente-t-il des points communs avec celui de la réponse

immunitaire humorale ?
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Nous disposons de deux arguments pour répondre par l'affirmative. Premiérement,
une étude de I'équipe de Dietz démontre que le géne du CMH de classe Il contribue
de maniére significative a I'évolution des CCS (Dietz, 1997). Ce lien est cependant
tres largement discuté actuellement et les conclusions varient beaucoup en fonction
des études.

Notre deuxieme argument provient de la revue de Khatkar sur les QTL identifiés
chez les bovins laitiers (Khatkar, 2004). Parmi les nombreux QTL impliqués dans le
déterminisme des CCS, 'un est localisé a proximité d’'un géne du CMH, et un autre
est situé dans une région comportant 4 loci codant pour la production d’interférons.
Ceci suggére que les genes codant pour le CMH et ceux codant pour certaines
cytokines influencent les valeurs de CCS.

Il est donc probable que des genes soient communs au déterminisme des CCS et a
celui de la réponse anticorps. Cela nous améne a formuler une premiere explication
a la différence de production d’'lgG entre les brebis CCS+ et CCS-: les alleles
sélectionnés par la sélection divergente sur le critere CCS sont peut-étre pour partie
responsables de la différence de réponse humorale. A cet égard, I'écart proche du

seuil de significativité a JO est particulierement évocateur.

4. Réponse immunitaire humorale et lignée CCS

4.1. Interactions entre anticorps et CCS

Le paragraphe 3 de la partie « Résultats » fait apparaitre une quantité plus
importante d’'lgG dans le lait des brebis CCS-, apres stimulation antigénique intra-
mammaire. Cependant I'analyse statistique ne met pas en évidence de différence
significative entre lignées. La différence observée aux figures 26 et 27 peut donc étre
liée au hasard, mais elle est plus probablement due a une taille trop réduite de
I'échantillon. Nous envisagerons donc ici, au moins sur le plan intellectuel, la
possibilité d’'une différence de réponse anticorps dans le lait entre lignées. Ce point a
son importance, car les anticorps du lait peuvent contribuer a la différence de CCS

en participant a la lutte contre les infections de la glande mammaire.
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Des 1979, Lascelles mentionnait une contribution des anticorps aux défenses de la
mamelle (Lascelles, 1979) : les IgA et IgM inhibent I'adhésion des Staphylocoques a

I'épithélium mammaire et les IgG2 stimulent le fonctionnement des neutrophiles.

Un article de Gonzalez, publié en 1989, démontre que la vaccination systémique de
vaches laitieres contre Escherichia coli est associée a une baisse significative des
mammites cliniques (Gonzalez, 1989). Ceci ne permet cependant pas de savoir si

'immunité protectrice est a médiation cellulaire ou humorale.

Hogan et son équipe ont étudié le pouvoir opsonisant du lactosérum de 12 vaches
laitieres aprés vaccination systémique contre la méme bactérie (Hogan, Todhunter,
1992). Les vaches vaccinées ont une opsonisation plus forte, qui est corrélée avec le
taux d’'IgM mais pas celui des IgG. Signalons tout de méme que I'échantillon est de

petite taille et que I'étude ne distingue pas IgG1 et IgG2.

Une étude ultérieure de la méme équipe, réalisée sur 20 vaches, montre que la
vaccination contre Escherichia coli ne diminue pas lincidence des mammites
clinigues mais réduit leur sévérité (Hogan, Weiss, 1992). De plus, les vaches

vaccinées ont un taux d’lgG plus élevé dans le sérum et le lactosérum.

Enfin, une équipe argentine a démontré l'efficacité de la vaccination contre un autre
germe . Staphylococcus aureus (Calzolari, 1997). L’incidence des mammites
cliniques et subcliniques est diminuée par la vaccination. Les CCS sont également
significativement réduits chez les animaux vaccinés présentant un comptage

inférieur a 500 000 cellules/ml au début de I'expérimentation.

Comme ces références l'attestent, les anticorps sont partie prenante des défenses
mammaires contre les infections. On peut donc imaginer qu’en facilitant I'élimination
des bactéries, ils participent a la diminution de [linflammation mammaire et
permettent une diminution du recrutement des leucocytes, a la fois en intensité et en
durée. Il en résulte alors une diminution du CCS moyen pendant la lactation chez les

brebis produisant le plus d’anticorps.

Par ailleurs, il faut noter qu’il existe une interaction fonctionnelle spécifique entre les

granulocytes neutrophiles et les IgG2.
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En 1983, Mallard a observé une corrélation entre les mammites cliniques et le taux
d’'lgG2 chez des vaches laitieres (Mallard, 1983), ce qui évoque un réle particulier de
cet isotype. Les résultats obtenus par I'équipe de Leitner en 2000 suggerent
'existence d’un transport actif spécifigue aux 1gG2 lors de mammite a

Staphylococcus aureus (Leitner, 2000).

Les essais in vitro réalisés par Tao, Corbett et Pickett démontrent que les IgG2
peuvent activer les granulocytes neutrophiles, contrairement aux autres isotypes
d'immunoglobulines (Tao, 1995). Ce résultat avait d’ailleurs été rapporté auparavant
par McGuire (McGuire, 1979).

Il existe donc une véritable coopération fonctionnelle entre les polynucléaires
neutrophiles et les IgG2, qui peut expliquer que les brebis produisant ces anticorps
en plus grande quantité n’ont pas besoin de recruter autant de neutrophiles que les
autres brebis. Si cette hypothése est correcte, l'intensité de la production d’lgG2 est
inversée par rapport a la valeur des CCS. L’'intérét du dosage spécifiqgue des IgG2

sera souligné dans quelques lignes.

4.2. Perspectives

Comme nous l'avons suggéré dans les paragraphes précédents, la différence de
réponse humorale entre les deux lignées de brebis peut étre considérée soit comme
la cause, soit comme la conséquence du caractére CCS+ ou CCS-.

En effet, si les anticorps contribuent significativement a la lutte contre les infections
de la mamelle, alors les brebis ayant la plus forte production d’anticorps ont une
inflammation mammaire moins intense et donc des CCS plus faibles. Dans ce cas,
c’est la différence de production d’anticorps qui est a l'origine de la différence de
CCS entre les deux lignées de brebis.

Par ailleurs, nous avons vu qu'’il existe probablement des génes communs au
déterminisme des CCS et a celui de la production d’anticorps. Si les alléles associés
a des CCS faibles sont aussi responsables de productions d’anticorps élevées, et
inversement pour les CCS élevés, alors la différence de réponse humorale entre les
deux groupes de brebis est liée a la sélection sur le critere CCS et non pas a
I'efficacité des anticorps dans la lutte contre les infections.
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Des lors, comment déterminer laquelle de ces hypotheses est vraie ? Nous
proposons dans cette partie différents travaux qui pourraient permettre d’évaluer la
contribution des anticorps a la lutte contre les infections mammaires d’'une part et de
rechercher d’éventuels mécanismes, signaux et/ou genes communs a la réponse

humorale et a I'évolution des CCS d’autre part.

Notre étude est basée sur une réaction inflammatoire expérimentale déclenchée par
I'ovalbumine associée a I'adjuvant de Freund.

Nous nous sommes appuyés sur I'’hypothese selon laquelle I'antigene modele utilisé
donne un reflet fiable de la réponse humorale contre les pathogenes courants. Cette
assertion mérite d'étre vérifiée, en utilisant un autre antigene modéle comme le
lysozyme d'ceuf de poule (Henn Egg Lyzozyme) et surtout en comparant les
réponses humorales des brebis contre les Staphylocoques, pathogénes mammaires
les plus courants chez la brebis. Le dosage des IgG2 sera le plus pertinent pour
répondre a cette question, étant données les caractéristiques de cet isotype que
nous avons rapportées precédemment. Une différence de production d’lgG2 anti-
Staphylocoques entre les brebis CCS+ et CCS- péserait en faveur d'un roéle

significatif des anticorps dans la lutte contre les infections.

L’influence de l'adjuvant de Freund porte elle aussi a réflexion. En effet, la
composition de cet adjuvant inclut des parois de Mycobactéries, et on sait par
ailleurs (Texereau, 2005) que le systeme immunitaire reconnait les Mycobactéries et
les Staphylocoques par un récepteur commun, le TLR2 (Toll-Like Receptor 2). On
peut donc imaginer que l'adjuvant de Freund partage des voies de signalisation
avec l'infection a Staphylocoques. Ce point mérite d’étre verifié par l'utilisation d’un
autre adjuvant comme l'association saponine-alum ou I'’hydroxyde d’alumine seul. La
encore, une contribution significative de l'adjuvant de Freund a la différence de
réponse anticorps entre les brebis CCS+ et CCS- constituerait un argument en

faveur de I'hypothése mentionnée plus haut.

Si la présente étude se limite a la comparaison des IgG totales entre les deux
groupes de brebis, I'étape suivante sera de doser séparément les IgG1 et IgG2 car
les deux isotypes ne remplissent pas les mémes fonctions (McGuire, 1979), et leur
déterminisme est difféerent. Comme nous l'avons mentionné dans le tableau 3 de

I'introduction, I'lL-4 et I'lL-13 induisent la production d’'IgG1 tandis que I'lFNy induit la
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production d’'lgG2 et inhibe celle d'lgG1l. La mise en évidence ou non d’une
différence de production de I'un et/ou l'autre des deux isotypes permettra de faire un
pas de plus dans la compréhension des différences de réponse inflammatoire entre
les deux lignées de brebis. En effet, si certains signaux et genes mis en jeu dans la
différence de réponse humorale entre les brebis CCS+ et CCS- sont aussi impliqués
dans le déterminisme de I'évolution des CCS, nous pourrons apporter un crédit plus
important a la deuxiéeme hypothese.

Une autre perspective concerne le dosage de certaines cytokines, en particulier
I'IFNy. Cette cytokine fait partie des protéines de la phase aigué de I'inflammation,
produites en début d’infection. Elle est impliquée d’'une part dans la différenciation
des LB en plasmocytes producteurs d’'lgG2 (Burton, 2003 ; Estes, 1996), d’autre part
dans le recrutement et I'activation des neutrophiles (Burton, 2003 ; Riollet, 2000).
L'IFNy constitue donc un carrefour physiologique entre la réponse humorale et
I'évolution des CCS, ce qui justifie de comparer sa production en début de réaction
inflammatoire entre les brebis des deux groupes de la sélection divergente. La mise
en évidence d’une différence sera en faveur de la deuxieme hypotheése présentée au

début de ce paragraphe.

Enfin, la possibilité de génes communs au contréle de l'intensité de la production des
anticorps et a celui de I'évolution des CCS apres infection reste hypothétique a ce
jour. La comparaison des alleles des génes pertinents - ceux codant pour le CMH
par exemple - entre les brebis des deux lignées pourra étre envisagée le cas
échéant. Par ailleurs, d’autres techniques d’analyse génétique sont actuellement
envisagées pour comparer les brebis CCS+ et CCS- et approcher les génes
responsables des différences de réponse inflammatoire et humorale entre les deux

lignées.
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5. Conclusion

Notre étude sur les brebis CCS+ et CCS- constitue la premiere caractérisation
connue d’ovins présentant des réponses inflammatoires mammaires différentes aux
infections bactériennes. De facon plus ou moins inattendue, nous avons découvert
que les brebis des lignées CCS+ et CCS- produisent une réponse anticorps
différente ; cette différence a d’ailleurs été confirmée par des études ultérieures. Ce
résultat n’est pas sans rappeler ceux obtenus par Biozzi et Ribeiro chez la souris.
Dans un futur relativement proche, I'analyse du polymorphisme génétique des brebis
CCS+ et CCS- devrait permettre d’identifier les régions génétiques et les genes qui
contrélent la réponse inflammatoire dont l'intensité est différente entre les deux

lignées de brebis.
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ANNEXE 1 : Calendrier expérimental

Tableau 4 : Récapitulatif du calendrier expérimenta |

(OVA : ovalbumine ; CFA : adjuvant complet de Freund ; IFA : adjuvant incomplet de Freund ; SC:
voie sous-cutanée ; Intra-mamm. : voie intra-mammaire)

Date Injection (voie) Echantillons analysés
13/10/06  JO OVA + CFA (SC) Sérum
27/10/06  J14 OVA+IFA  (SC) Sérum
10/11/06  J28 Sérum
01/02/07  J111 OVA (Intra-mamm.) Sérum + Lactosérum
05/02/07  J115 Sérum + Lactosérum
08/02/07  J118 Sérum + Lactosérum
15/02/07  J125 Sérum + Lactosérum
21/05/07  J210 OVA+IFA  (SC) Sérum
29/05/07  J218 Sérum
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ANNEXE 2 : Effectifs des brebis

Tableau 5 : Effectifs des brebis

(Stade de gestation en jours ; N.C. : non communiqué)

Brebis N° Lignée Date de mise bas . gS;?:t_?oﬂéa Date dt? ar;;\ése ala Stimr#;itqi%na:pga'
I'immunisation
4078 CCs- 17/12/2006 85 18/01/2007 NON
4084 CCS- 17/12/2006 85 18/01/2007 NON
4086 CCS+ 26/11/2006 106 02/01/2007 Ooul
4092 CCSs- 29/11/2006 103 02/01/2007 Ooul
4095 CCS- 20/12/2006 82 18/01/2007 NON
4127 CCS- 30/11/2006 102 02/01/2007 Oul
4136 CCS+ 30/11/2006 102 02/01/2007 Ooul
4172 CCS+ 01/12/2006 101 N.C. NON
4185 CCS- 02/12/2006 100 02/01/2007 Oul
4197 CCSs- 30/11/2006 102 02/01/2007 Ooul
4218 CCSs- 19/12/2006 83 18/01/2007 NON
4232 CCS- 30/11/2006 102 02/01/2007 Oul
4250 CCS+ 03/01/2007 68 N.C. NON
4254 CCS+ 01/12/2006 101 02/01/2007 Ooul
4256 CCS- 17/12/2006 85 18/01/2007 NON
4281 CCS+ 01/12/2006 101 02/01/2007 Oul
4294 CCSs- 04/12/2006 98 02/01/2007 Ooul
4295 CCSs- 29/11/2006 103 02/01/2007 Ooul
4337 CCS- 02/12/2006 100 09/01/2007 NON
4361 CCS+ 27/11/2006 105 02/01/2007 oul
4362 CCS+ 29/11/2006 103 02/01/2007 Ooul
4363 CCS+ 18/12/2006 84 18/01/2007 NON
4382 CCS- 29/11/2006 103 02/01/2007 Oul
4393 CCSs- 30/11/2006 102 02/01/2007 Ooul
4406 CCS+ 16/12/2006 86 18/01/2007 NON
4418 CCS+ Non gestante NON
4420 CCSs- 26/11/2006 106 09/01/2007 NON
4442 CCS+ Non gestante NON
4449 CCS- 01/12/2006 101 02/01/2007 Oul
4464 CCS+ 28/11/2006 104 02/01/2007 Oul
4465 CCS+ 29/11/2006 103 02/01/2007 Ooul
4467 CCS+ Non gestante NON
4468 CCS+ 03/12/2006 99 02/01/2007 Oul
4479 CCs- 02/12/2006 100 02/01/2007 Ooul
4497 CCS+ 02/12/2006 100 02/01/2007 Ooul
4549 CCS+ 01/12/2006 101 02/01/2007 Oul
4571 CCS- 04/12/2006 98 02/01/2007 Oul
4576 CCs- Non gestante NON
4584 CCS+ 29/11/2006 103 N.C. NON
4605 CCS- 04/12/2006 98 02/01/2007 Oul
4610 CCS+ 18/12/2006 84 18/01/2007 NON
4616 CCSs- 20/12/2006 82 18/01/2007 NON
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ANNEXE 3 : Protocole ELISA pour le dosage des IgG anti-ovalbumine

Etape 1 : fixation de 'ovalbumine en plaque ELISA

Les plaques ELISA utilisées sont des plaques de micro-titration de 96 puits
(BECTON DICKINSON-FALCON, ref. 353915). La solution d’ovalbumine (SIGMA,
réf A5503), diluée au 1/1000 en tampon « carbonate-bicarbonate » (cf. infra), est
distribuée a la pipette multicanaux a raison de 50 ul par puit. Une fois la distribution
faite, la plague est recouverte par un film autocollant et stockée a 4C pendant une

durée minimum de 12h.

Préparation du tampon « carbonate-bicarbonate »

Dilution de 0,795g de Na2CO3 (SIGMA, réf S6139) et de 1,465g de NaHCO3
(MERCK, réf 106329) en quantité suffisante d’eau distillée pour un volume final de
500mL. Le pH final est de 9,6.

Etape 2 : préparation des dilutions

Les échantillons (sérum ou lactosérum) sont dilués en tampon « PBS-Tween 0,1%-
BSA 1% » (cf. infra). On utilise pour les dilutions des plaques test de 96 puits
(BECTON DICKINSON-FALCON, réf 353072). Le plan de plaque type utilisé est
représenté au tableau 6.

La référence est donnée par le sérum standard dilué en série dans les deux
premiéres colonnes : la solution distribuée en ligne A est diluée au 1/1000°™, puis a
chaque changement de ligne on procéde a une dilution au tiers de la ligne
précédente. La solution la plus fortement diluée est distribuée en ligne G
(1/729000°™). Le témoin négatif, appelé « blanc », est donné par les puits H1 et H2
qui contiennent uniquement le diluant (tampon « PBS-Tween 0,1%-BSA 1% »).
Chaque échantillon dont on veut mesurer le titre en anticorps est distribué dans deux
colonnes et a quatre dilutions différentes. Les sérums sont dilués a 1/300, 1/900,
1/2700 et 1/8100, tandis que les lactosérums sont dilués a 1/50, 1/150, 1/450 et
1/1350.
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Tableau 6 : plan de plaque ELISA type

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B — ] ™ < 0
= = = = =
P4 P4 b b b
< < < < <
I I T T T
C 3] 3] 8 8 8
o) [a) w w L L L
x 4
S | 8
D = b4
< <
o Uu
E
© ~ © o o
i 5 5 5 5 -
£ £ £ £ S
0 0 O O S
G w w L Ll Ll
H BLANC

Préparation de la solution « PBS-Tween 0,1% »

Préparation de la solution de PBS (Phosphate-Buffered Saline) par dilution d’'une
pastille (INVITROGEN-GIBCO, réf 18912-014) dans 500ml d’eau distillée. Dilution
d’1ml de solution Tween 20 (SIGMA, réf P7949) par litre de solution de PBS.

Préparation du tampon « PBS-Tween 0,1%-BSA 1% »

Dilution de BSA (Bovine Serum Albumine, SIGMA, réf A7030) a raison d’lg pour

100ml de solution « PBS-Tween 0,1% ».

Etape 3 : distribution des échantillons dilués sur la plague ELISA

La plague ELISA est préalablement lavée en laveur automatique (DYNATECH
MRW). Celui-ci distribue 300ul de solution « PBS-Tween 0,1% » (cf. supra) par puit,
les aspire, et répete ce cycle trois fois. Apres avoir tamponné la plaque ELISA sur
papier absorbant, on procede a la distribution des sérums dilués a l'aide d’une

pipette multicanaux. La quantité distribuée est de 100 ul par puit. La plague ELISA

est ensuite placée pendant une heure a la température de 37<.

Etape 4 : distribution de I'anticorps secondaire

L’anticorps secondaire utilisé est une solution polyclonale d’anticorps d’ane anti-lgG
de mouton (DONKEY ANTI SHEEP/GOAT IgG, SEROTEC, réf STAR88P) ; il est
utilisé a la dilution 1/7500 en tampon « PBS-Tween 0,1%-BSA 1% ».
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Apres avoir été vidée par retournement et tamponnée sur papier absorbant, la
plague ELISA est lavée suivant le protocole décrit plus haut. Puis la solution
d’anticorps secondaire est distribuée a l'aide d’'une pipette multicanaux a raison de
100pl par puit. La plaque ELISA est ensuite a nouveau placée a 37C pendant une

heure.

Etape 5 : distribution du substrat coloré

L’indicateur coloré utilisé est un substrat TMB (TetraMethylBenzidine, SIGMA-
FLUKA, réf 87748) dilué a 1/20 en tampon « citrate » (cf. infra). La plaque ELISA est
vidée et lavée suivant le méme protocole que précédemment, avant de recevoir
100ul par puit de solution d’indicateur coloré.

La plaque est ensuite placée a I'obscurité et a température ambiante pendant une
durée de 15 a 20 minutes. La réaction chimique entraine I'apparition d’'une coloration

bleue.

Préparation du tampon « citrate »

Dilution de 6,3g d’acide citriqgue (SIGMA-FLUKA, réf 27490) dans 800 ml d'eau distillée.
Ajustement du pH a 4,1 par ajout de KOH puis du volume a 1L.

Etape 6 : arrét de la réaction et mesure de la dens ité optique

L’arrét de la réaction est obtenu par la distribution de 100ul par puit de solution
d’acide sulfurique (H2S0O4) a la concentration d’1 mol/L. La solution obtenue dans
les puits est de couleur jaune.

La mesure de la densité optique est réalisée au moyen d'un spectrophotometre
d’absorbance (VERSAMAX-MOLECULAR DEVICES), utlisé a deux longueurs

d’'onde, 450 et 600 nanometres.
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ANNEXE 4 : Résultats bruts

Tableau 7 : Résultats des dosages d’lgG anti-ovalbu

mine dans le sérum (UA/ml)

(Stade G : nombre de jours de gestation a la premiére injection d'immunisation)

Brebis N° | CCS | Stade G JO Ji4 J28 Ji11 J115 J118 J125 J210 J218
4092 - 103 2160 84380 | 189186 | 628471 | 1230123 | 2207068 | 1230970 | 396653 | 885233
4127 - 102 300 5680 69668 70630 | 186125 | 146078 | 114705 | 15715 | 148705
4185 - 100 989 51760 | 347826 | 225626 | 791220 | 442923 | 518983
4197 - 102 300 38274 | 124264 | 111755 | 208330 | 231430 | 248433 | 26520 | 254693
4232 - 102 680 53231 | 185776 | 275866 | 594788 | 571155 | 771408 | 153063 | 781563
4294 - 98 1025 185240 | 711314 | 1421929 | 2135163 | 2038700 | 4348703 | 287813 | 2939325
4295 - 103 1331 149333 | 877225 | 231015 | 282180 | 455588 | 722468 | 89488 | 357850
4382 - 103 493 129534 | 360061 | 538916 | 618033 | 645090 | 782738 | 175815 | 452055
4393 - 102 300 286992 | 1109515 | 641722 | 934838 | 972498 | 1207650 | 453163 | 2601128
4449 - 101 701 52397 | 200532 | 320408 | 352915 | 414038 | 353360 | 90035 | 430723
4479 - 100 530 36535 | 405107 | 440634 | 518910 | 583568 | 477930 | 44498 | 372190
4571 - 98 683 812226 | 1229093 | 690585 | 1001973 | 992633 | 822935 | 134183 | 1237788
4605 - 98 513 15159 | 125021 | 359929 | 591908 | 654430 | 557935 | 127610 | 377350
4078 - 85 4506 | 1022408 | 1896903 74095 | 473135
4084 - 85 1657 830790 | 5485851 88018 | 673575
4095 - 82 2385 558274 | 2167979 102423 | 381578
4218 - 83 1332 738000 | 3099088 114255 | 1304003
4256 - 85 2885 | 1995565 | 3697083 93465 | 1151188
4337 - 100 3203 591240 | 2771962
4420 - 106 1900 53508 | 270308 64890 | 587788
4576 - 2426 923288 | 16459490 39330 | 126138
4616 - 82 1618 41523 | 381027
4086 + 106 580 125609 | 570607 | 755984 | 1009740 | 902728 | 828038 | 235533
4136 + 102 717 7820 47826 91134 | 173300 | 239420 | 312138 | 38493 | 216978
4254 + 101 300 29819 95569 | 157509 | 425178 | 369703 | 473965 | 51473 | 403660
4281 + 101 1687 48253 | 123872 | 352935 | 251843 | 338258 | 502593 | 142503 | 310973
4361 + 105 492 201100 | 732800 | 990145 | 743440 | 846750 | 750803 | 138718 | 574233
4362 + 103 503 14227 56730 | 417661 | 317700 | 312868 | 455170 | 69985 | 223498
4464 + 104 524 9626 67475 | 106638 | 104123 | 119510 | 99540 16570 75325
4465 + 103 300 68050 | 198771 | 574532 | 811018 | 717175 | 1362658 | 119078 | 6522550
4468 + 99 300 124900 | 824516 | 127421 | 200125 | 240203 | 397545 | 96270 | 158205
4497 + 100 677 116690 | 213314 | 160923 | 183898 | 174510 | 187298 | 89590 | 277233
4549 + 101 852 432398 | 884797 | 703233 | 402440 | 453603 | 382675
4172 + 101 1020 117694 | 161009
4250 + 68 2145 213581 | 1136857 46910 | 429063
4363 + 84 2389 61889 | 514500 10843 | 238590
4406 + 86 1246 175691 | 1418783 231408 | 868838
4418 + 2094 249758 | 322502 299558 | 2395560
4442 + 551 65854 | 322605
4467 + 1173 99527 | 454196
4584 + 103 300 46385 | 358072
4610 + 84 1509 67926 | 355764 99168 | 488573
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Tableau 8 : Résultats des dosages d’lgG anti-ovalbu
logarithmique (log2(UA)/ml)

mine dans le sérum apres transformation

(Stade G : nombre de jours de gestation a la premiére injection d'immunisation)

Brebis N° | CCS | Stade G Jo J14 J28 J111 J115 J118 J125 J210 J218
4092 - 103 11,08 16,36 17,53 19,26 20,23 21,07 20,23 18,60 19,76
4127 - 102 8,23 12,47 16,09 16,11 17,51 17,16 16,81 13,94 17,18
4185 - 100 9,95 15,66 18,41 17,78 19,59 18,76 18,99
4197 - 102 8,23 15,22 16,92 16,77 17,67 17,82 17,92 14,69 17,96
4232 - 102 9,41 15,70 17,50 18,07 19,18 19,12 19,56 17,22 19,58
4294 - 98 10,00 17,50 19,44 20,44 21,03 20,96 22,05 18,13 21,49
4295 - 103 10,38 17,19 19,74 17,82 18,11 18,80 19,46 16,45 18,45
4382 - 103 8,95 16,98 18,46 19,04 19,24 19,30 19,58 17,42 18,79
4393 - 102 8,23 18,13 20,08 19,29 19,83 19,89 20,20 18,79 21,31
4449 - 101 9,45 15,68 17,61 18,29 18,43 18,66 18,43 16,46 18,72
4479 - 100 9,05 15,16 18,63 18,75 18,99 19,15 18,87 15,44 18,51
4571 - 98 9,42 19,63 20,23 19,40 19,93 19,92 19,65 17,03 20,24
4605 - 98 9,00 13,89 16,93 18,46 19,18 19,32 19,09 16,96 18,53
4078 - 85 12,14 19,96 20,86 16,18 18,85
4084 - 85 10,69 19,66 22,39 16,43 19,36
4095 - 82 11,22 19,09 21,05 16,64 18,54
4218 - 83 10,38 19,49 21,56 16,80 20,31
4256 - 85 11,49 20,93 21,82 16,51 20,13
4337 - 100 11,65 19,17 21,40
4420 - 106 10,89 15,71 18,04 15,99 19,16
4576 - 11,24 19,82 23,97 15,26 16,94
4616 - 82 10,66 15,34 18,54
4086 + 106 9,18 16,94 19,12 19,53 19,95 19,78 19,66 17,85
4136 + 102 9,49 12,93 15,55 16,48 17,40 17,87 18,25 15,23 17,73
4254 + 101 8,23 14,86 16,54 17,27 18,70 18,50 18,85 15,65 18,62
4281 + 101 10,72 15,56 16,92 18,43 17,94 18,37 18,94 17,12 18,25
4361 + 105 8,94 17,62 19,48 19,92 19,50 19,69 19,52 17,08 19,13
4362 + 103 8,97 13,80 15,79 18,67 18,28 18,26 18,80 16,09 17,77
4464 + 104 9,03 13,23 16,04 16,70 16,67 16,87 16,60 14,02 16,20
4465 + 103 8,23 16,05 17,60 19,13 19,63 19,45 20,38 16,86 22,64
4468 + 99 8,23 16,93 19,65 16,96 17,61 17,87 18,60 16,55 17,27
4497 + 100 9,40 16,83 17,70 17,30 17,49 17,41 17,51 16,45 18,08
4549 + 101 9,73 18,72 19,75 19,42 18,62 18,79 18,55
4172 + 101 9,99 16,84 17,30
4250 + 68 11,07 17,70 20,12 15,52 18,71
4363 + 84 11,22 15,92 18,97 13,40 17,86
4406 + 86 10,28 17,42 20,44 17,82 19,73
4418 + 11,03 17,93 18,30 18,19 21,19
4442 + 9,11 16,01 18,30
4467 + 10,20 16,60 18,79
4584 + 103 8,23 15,50 18,45
4610 + 84 10,56 16,05 18,44 16,60 18,90
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Tableau 9 : Résultats des dosages d'lgG anti-ovalbu

mine dans le lactosérum

Résultats en UA/mI

Résultats aprés transformation logarithmique,
en log2(UA)/ml

Brebis N° | CCS Ji11 J115 J118 J125 Jii1 J115 J118 J125
4092 - 3590 5470 5195 4507 11,81 12,42 12,34 12,14
4127 - 1292 1822 626 913 10,34 10,83 9,29 9,83
4185 - 1017 1187 1066 1845 9,99 10,21 10,06 10,85
4197 - 1832 2523 1326 2060 10,84 11,30 10,37 11,01
4232 - 2319 2824 4353 5068 11,18 11,46 12,09 12,31
4295 - 8663 6860 13878 9986 13,08 12,74 13,76 13,29
4382 - 2004 2743 2287 3332 10,97 11,42 11,16 11,70
4393 - 6260 13273 6699 17590 12,61 13,70 12,71 14,10
4449 - 2502 7625 2644 3105 11,29 12,90 11,37 11,60
4479 - 1972 3089 1555 1824 10,95 11,59 10,60 10,83
4571 - 7254 15275 9484 6910 12,82 13,90 13,21 12,75
4605 - 3009 3956 2738 2874 11,55 11,95 11,42 11,49
4086 + 4644 5490 4968 5240 12,18 12,42 12,28 12,36
4136 + 683 921 494 468 9,42 9,85 8,95 8,87
4254 + 1263 1761 1342 1572 10,30 10,78 10,39 10,62
4281 + 2428 19991 2732 4736 11,25 14,29 11,42 12,21
4361 + 1149 1934 679 1498 10,17 10,92 9,41 10,55
4362 + 1730 5347 2085 3103 10,76 12,38 11,03 11,60
4464 + 384 1042 625 664 8,58 10,03 9,29 9,37
4465 + 5806 11227 4805 4314 12,50 13,45 12,23 12,07
4468 + 3381 5300 6024 10143 11,72 12,37 12,56 13,31
4497 + 1502 2902 2844 3391 10,55 11,50 11,47 11,73
4549 + 3562 3897 2079 2559 11,80 11,93 11,02 11,32
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