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Introduction



Introduction

Les infestations par les nématodes gastro-insasticommeHaemonchus contortusont a
I'origine de grandes pertes économiques en éledagepetits ruminants en raison des retards de
croissance, des pertes de poids, des troublesfddildaé, des diminutions de la production laige
et des mortalités des jeunes animaux qu’elles gédheRécemment, les probléemes posés par ce
nématode se sont encore accentués avec I'appasftemncertaines populationdHd’contortusd’'une
résistance a une ou plusieurs classes d’antheligirgs utilisés couramment : benzimidazoles (BZ2),

imidazothiazoles ou lactones macrocycliques (LM)

Afin de retarder I'apparition de la résistancegst urgent de développer des méthodes
alternatives a I'emploi de ces molécules de symthdsutilisation d’animaux ou de races
génétiqguement résistants a ce nématode en faie pBes différences de résistancel.acontortus
entre races ovines ont été rapportées a mainteseggvoir la revue Bishop et Morris, 2007). Les
mécanismes qui sous tendent ces différences nepssnbien connus. Terefe &t (2007b) ont
montré que les animaux de race Martinik Black BAINBB) présentent une plus grande résistance
a H. contortusdes la primo-infestation en comparaison avec aévaux de race sensible. Ceci
suggere une éventuelle participation de la répansaunitaire innée dans les processus de
régulation précoce des infestations plarcontortuschez les MBB. Une étude menée en 2008/2009
a utilisé une technique de Microarray avec une psjécifique ovine de 15000 génes pour
comparer I'expression de genes entre animaux derésistante (MBB) et animaux de race sensible
en tout début de primo-infestatiors)(JCeci a permis de mettre en évidence une leg&rainte de
genes tres differemment exprimés entre ces dewypgsod’animaux (données non publiées). Parmi
ces genes, figure le gene d'une lectine, la galect5 (ovGal 15), spécifique des ovins, qui est
sécrétée par les cellules épithéliales de la mupudigestive lors d’infestation par des helminthes
(Dunphy etal., 2000). Les résultats de RNA microarrays ont daséié confirmés en RT-PCR
guantitative. Toutefois, ils ne concernent qu’'unnmeat particulier de la primo-infestation (8 jours
post inoculation) et la démonstration de la présatecla protéine dans le mucus de ces animaux n'a
pas encore été faite.

C’est pourquoi, une étude expérimentale a ét&tefe pour évaluer la cinétique comparée

de la présence de cette lectine (ovGal-15) dansuleus de la caillette d’animaux résistants (MBB)



ou sensibles (Lacaune) durant les trente prenmers jd’une primo-infestation. Des évaluations des
populations parasitaires et des analyses de phathioljpgie sont venues compléter ces données.
Avant d’exposer nos résultats et de les commeiltest important de faire un rappel de
limportance des strongles gastro-intestinaux plélevage ovin en France, de la taxonomie, la
morphologie et la biologie du parasidaemonchus contortud’épidémiologie, la distribution
géographique, la pathologie, le diagnostic de hhamchose ainsi que des moyens de lutte appliqués

a I'encontre de cette affection parasitaire reduata
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1. Importance des strongles gastro—intestinaux en élage ovin en France

Actuellement, le cheptel ovin francais est comptis@viron 7,5 millions d’animaux, dont 5
millions de brebis. Le sud de la France reste Empgre zone d’élevage ovin (Midi-Pyrénées,
Poitou-Charentes, Limousin, Aquitaine, Provenceeahtote d’Azur et Auvergne) (AGRESTE,
2010). Une large part des dépenses en élevage raamveel (7 a 12%) est attribuable aux
pathologies ovines et a leur contréle (Cabaret4200e contréle du parasitisme helminthique et
des nématodes en particulier est considéré commaémment essentiel de la gestion de la santé
d’un troupeau de ruminants. Au sein des nématodésestrongyloses gastro-intestinales ovines et
notamment ’lhaemonchose sont des parasitoses regjees ovins. L’haemonchose est due a un
strongle hématophage de la cailleti@emonchus contortugui provoque des pertes économiques
importantes (mortalité des jeunes, chutes de ifértiet de prolificité...), dont la répartition
géographique irréguliere en régions tempéréestsafhiencée par les conditions climatiques ou
par des phénoménes plus aléatoires relatifs augudes d’élevage (introduction a un moment
adéequat au sein d’'un troupeau). De paemonchus contortugprésente I'espece majeure dans

toutes les régions tropicales (Lacroux, 2006).

2. Haemonchus contortus et 'haemonchose ovine
2.1. Systématique et caracteres morphologiques
2.1.1. Systématique, animaux infestés et distribution géogphique
D’aprés Durette-Desset et Chabaud (1993), I'espi@amonchus contortuappartient a :

Phylum. Némathelminthes
Classe.Nématodes

Sous-LClasse Secernentea

Ordre. Strongylida

Sous-Ordre. Trichostrongylina
Super-Famille. Trichostrongyloidea
Famille. Trichostrongylidae
Sous+amille. Haemonchinae

Genre.Haemonchus

Quatre especes du getaemonchussont reconnues chez les ruminants domestiquéde@ual).



Tableaul. Haemonchinae des ruminants domestiques, hoétefpalrtitions géographiques
(Chartier etal., 2000)

Espece Hotes Aires de distribution
) ovins )
Haemonchus contorty&udolphi, 1803) . Cosmopolite
caprins
o _ Afrique centrale et de I'Est
Haemonchus simili§Travassos, 1914) bovins )
Antilles
Haemonchus placé€Place, 1893) bovins Régions tropicales
Haemonchus longistipéRaillet et Henry, 1909) dromadaires Afrique et Asie

2.1.2. Caracteres morphologiques dH. contortus (Figure 1)

Au stade adultelHaemonchus contortusst un nématode de 15 a 35 mm de long sur 0,4 a
0,6 mm de large, facilement identifiable par salsation spécifique dans la caillette des ovins et
caprins et par sa coloration brun-rosée uniforme @u’hématophagie. Son extrémité antérieure
posséde des papilles céphaliqgues bien développéest eéonstituée d’'une ébauche de capsule
buccale conique renfermant une petite lancetteteCancette est en fait une dent vestigiale
perforante dont les parasites se dotent juste dganterniere mue, elle leur permet d’atteindre la
lumiere des capillaires sanguins de la muqueuse.

» La femelle : ses deux cordons génitaux blancs Iggirsienroulent autour du tube digestif
rougeatre (« vers mirliton »). La vulve, localisge trois quarts de la longueur du corps, est
souvent surmontée d’'une languette supra-vulvaire ;

* Le maéle : plus petit que la femelle, sa bourse [atpce est formée de deux grands lobes
latéraux et d'un petit lobe dorsal asymétrique 6aitd deux spicules (0,5 mm) et soutenu
par une cOte en Y inverse ;

Les ceufs sont de type strongle (Longueur : 80ldQlargeur : 40-50 pm) avec une coque mince
ovalaire, contenant une morula grisatre qui ne lerpps la totalité de la coque (Bussiéras et
Chermette, 1991 ; Bowman, 1999).



Formations néodontes (ou
dents) en vue latérale

Extrémité antérieure

Cordons génitaux

Femelle adulte

Spicules

[N Bourse caudale

Extrémité postérieure (Male)

CEuf de Strongles

Figure 1. Clés d'identification ddaemonchus contorty8ussiéeras et Chermette, 1991 et 1995)
A : www.univ-reims.fr, B : http://www.jeannoon.com/garlicforparasites.html

C et D: http://edoc.ub.uni-muenchen.de/10577/1/Scheuerle_Miriam_C.pdf



2.1.3. Cycle évolutif

Haemonchus contortua un cycle évolutif monoxene (un seul héte) qui pmend deux
phases : une phase libre dans les paturages (pkagene) et une phase parasitaire dans la caillette

de I'n6te (phase endogéne) (Figure 2).

Le stade libre du cycle commence au moment ou ids eant €liminés avec les matieres
fécales d’'un animal infesté. Ces ceufs éclosentaered de premier stade (fL qui muent en
deuxieme stade larvaire fLen perdant leur cuticule protectrice. La laryesk développe en une
larve de troisieme stadegjl-mais conserve sa cuticule du stade L
Les deux premiers stades larvaires de type rhddditse nourrissent habituellement de bactéries et
de matieres organiques, mais legle type strongyloide, isolées de I'environnementgauticule
de L, ne peuvent se nourrir et doivent survivre avemigtriments acquis et stockés lors des deux
premiers stades larvaires. Le temps nécessaire goeirrles ceufs se transforment en larves
infestantes dépend principalement de la températude I'hnumidité de I'environnement. Dans des
conditions optimales (humidité et température éeyéle processus de développement s’effectue
en 7-10 jours tandis que dans des températures frdiches le processus peut se prolonger

plusieurs semaines.

La phase parasitaire commence par l'ingestion desniestantes par un héte lors du
paturage. Dans le rumen, legd’H. contortusse libérent d’abord de leur gaine. Lesdégainées
pénétrent ensuite dans les culs de sacs des gldedesmuqueuse de la caillette, principalement
dans la région fundique ou elles muent en larvéis;# A ce stade, il est fréquent que les larves
s’enkystent dans la muqueuse digestive et retatdentéveloppement (phénoméne d’ « hypobiose
larvaire », ou de « développement retardé desdaryvebserveé en hiver, les larves ne reprenant leur
développement normal qu’au printemps suivant). Lesnuent une derniére fois pour donner le
stade 5 (immatures males et femelles). Le passagéade adulte correspond a I'acquisition de la
maturité sexuelle. Aprés fécondation, les femefleadent des ceufs excrétés dans les matieres
fécales de I'hote.

La durée comprise entre I'ingestion des larvessiigigtes et la premieére ponte des vers femelles est
la période prépatente ; en lI'absence d’hypobiosetade L, celle-ci est d’environ 3 semaines
(Bowman, 1999 ; Lacroux, 2006 ; Terefe, 2007 ;rigty2008).



| Phase parasitaire chez I'hdte

'/.' Immatures Stade ‘»\ a
Larves L, Stades adultes méles et femelles

-

Prolificite et ponte

- |

Larves infestantes L Elimination d aufs d

Larves L, 4 Larves L,

Migration dans la muqueuse | 8
digestive j

ans les féces

Phase libre dans 'environnement ‘

Figure 2. Cycle évolutif dHaemonchus contortuggtef, 2006)

2.5. Haemonchose &. contortus
2.5.1. Symptémes
L’haemonchose ovine peut se présenter sous 3 farmes

» Forme suraigué,tres rare et n'apparait que chez les agneauxdresibtes. La mort peut
survenir de facon subite avec une gastrite hémiguagsévere dans la semaine suivant une
infestation massive (plus de 30 000 vers) (Urquétat., 1996 ; Penicaud, 2007).

* Forme aigué,se caractérise par une sévere anémie accompagmeeedeme de l'auge
(« signe de bouteille ») (Photol). L'anémie estledgant caractéristique de la forme
chronigue, souvent la charge parasitaire est fablétalée dans le temps (Urquhartalet
1996).

« Forme chronique,la plus fréquente, a I'origine des pertes éconorsdas plus importantes
en raison d’'une morbidité élevée. Elle apparaifagen discréte et insidieuse et aboutit a
une dégradation progressive de I'état général €peet poids et faiblesse) rappelant la
malnutrition (Lacroux, 2006).



2.5.2. Lésions
» Carcasse cachexie et anémie généralisée.

» Calllette : lésions inflammatoires de la paroi telles que estign, hypersécrétion de

mucus, épaississement de la muqueuse et cedemsalsienuqueuse.

On peut noter la présence de foyers hémorragigussop moins confluents, ainsi que des ulcéres,
qui correspondent aux points de fixation des veeug hémorragies qu'’ils provoquent lorsqu’ils se
détachent. De petits nodules blanchatres (1 a 2derdiameétre) peuvent traduire la présence de
larves enkystées. Si I'autopsie est précoce, ipessible d’observer des vers adultes vivantsest tr
mobiles (Photo 2) (Mage, 1991; Brard et Chartiég7).

2.5.3. Diagnostic

» Diagnostic clinique: difficile, car les symptdmes ne sont jamais onives. Lorsqu’on est
en présence de plusieurs sujets présentant undeaném diarrhée et un cedeme dans la région de

'auge, il faut penser aux strongyloses gastrosiimeales et en particulier a ’'haemonchose ;

» Diagnostic coproscopique il consiste en la recherche des ceufs dans les qriis en
l'identification des genres aprés coproculture. §Eutoque mince, contenant une morula ; 80-100
x 40-50um, sauNematodirustres volumineux (150-250 um x 70 -120) et a coplus épaisse.
Cependant, ce diagnostic est impossible si la nmeakst due a des larves ou si I'on est en période
d’hypobiose(Bussiéras et Chermette, 1991).

Photo 1 Signe de la bouteille chez un agneau ~ Photo 2 Vers dHaemonchus contortsr les
infesté par 'Haemonchoggutef, 2006) plis de la caillettdPhoto P. Jacquiet)



2.6. La réponse immunitaire des ovins lors d’infestationpar des strongles gastro-

intestinaux

La réponse immunitaire des hotes face a une iofedst classiquement divisée en deux grandes
catégories (Janeway, 2001 ; Goldsbglet2003 ; Tosi, 2005):

* La réponse immunitaire innée,dans laquelle des mécanismes non spécifiques,esaid

des plus anciens sur le plan phylogénétique, samemaoeuvre contre un pathogéne.
L'immunité naturelle n'est pas toujours suffisargeur éliminer le pathogéne, mais elle est
indispensable pour mener a bien une premiére defensattendant que l'immunité adaptative
prenne le relais.

* La réponse immunitaire adaptative dans laquelle des réponses plus tardives soesrais
jeu. Cette réponse présente a la fois un haut degrépécificité envers le pathogene
rencontré ainsi qu’une remarquable propriété demaire » : la ré-exposition a un méme
antigéne a pour conséquence une réponse immuniphire rapide et souvent plus
importante qualitativement (plus grande affinités danticorps pour I'antigene) et
guantitativement (titres en anticorps élevés), poeutraliser 'agent pathogene en cause
(Doenhoff, 2000).

A. Laréponse immunitaire innée

Cette réponse représente la premiere ligne deskéfde I'hdte face a un parasite ou a un
agent pathogéne en général. Au niveau du tracstsogatestinal, cette ligne de défense comprend
des mécanismes actifs et passifs. Les barrierssypascomprennent les barrieres physiques comme
I'épithélium digestif, les contractions intestingleet les sécrétions muqueuses (mucines en
particulier) qui inhibent le développement de desapathogenes ou leur attachement a la
mugueuse (Béné et Faure, 2000 ; Bassait,c2003; Sansonetti, 2004).

Ces barrieres passives peuvent parfois s’avéseiffisantes, laissant le champ libre a des
pathogenes bientdt confrontés a un deuxiéme ridEdansif actif. En effet, la présence de
pathogenes dans les tissus stimule les mastodytdsséeurs systemes protéiques aboutissant a la

mise en place d'une réponse inflammatoire. Ceftanmmation facilite la diffusion locale d’agents
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biochimiques (chémokines par exemple), et le recnent de macrophages qui phagocytent
(endocytose suivie de la dégranulation de subssawosgdatives)le pathogene. Les cellules
épithéliales participent également a cette deuxibgme de défense en produisant et sécrétant un
certain nombre de facteurs solubles comme lenkextiLes « lectines » sont une grande famille de
glycoprotéines capables de se fixer sur des résigeres, trés conservées au cours de I'évolution et
qui ont de nombreuses fonctions biologiques coramégulation de la prolifération cellulaire ou
bien la reconnaissance innée de déterminantsdijues a la surface d’agents pathogeéenes.
Certaines lectines, comme les intélectines, semblgsociées a I'expulsion de nématodes gastro-
intestinaux chez la souris (Artis, 2006). En effidtes formeraient un cément glycoprotéique a la
surface du nématode provoquant ainsi une pertéraes$ voire son expulsion prématurée du tube
digestif de I'h6te. Chez le mouton, une lectine cHgue, la galectine 15 (ovGal-15) a éte
récemment décrite (Dunphy &k, 2000) dans la muqueuse de la caillette. Elleséstétée par les
cellules épithéliales en réponse a I'agression Hbacontortuset se fixerait sur les résidys
galactose de I'épicuticule des larves de ce néreat8dn role exact n'est pas connu mais elle
pourrait former une barriére physique contre leges invasifs ou en développement du parasite et
participer a la reconnaissance immune initialeelei<i (de Veer eal., 2007 ; Vasta, 2009). Enfin,

il faut noter que l'expression du gene de Gal-1& été retrouvée que dans des mugqueuses
présentant une forte infiltration par des éosinlgsh{Dunphy efal., 2000). Les raisons de cette
association éosinophiles-galectine-15 ne sont pasues.

A. Laréponse immunitaire adaptative (Figure 3)

L'immunité adaptative est basée sur la reconnaigsd’antigénes du « non-soi » durant le
processus de présentation d’antigenes. Cette pafieend’antigénes est une interaction entre trois
effecteurs majeurs de la réponse spécifique lylaphocytes T (devenus matures dans le thymus),
les lymphocytes B (devenus matures dans la moekeuse) et les cellules présentatrices
d'antigenes (CPA) comme les cellules dendritiques I®s macrophages. Grace aux
immunoglobulines (Ig) situées a leur surface, {@sphocytes B peuvent reconnaitre directement
'antigene brut. Au contraire, les lymphocytes Xpemant des récepteurs spécifiques (TcR), ne
reconnaissent que les antigenes présentés pamigleoee majeur d’histocompatibilité (CMH) des
CPA, chague molécule du CMH étant spécifique d'umigane donné. Durant la réponse
immunitaire innée, certains antigenes vont étre @ni charge et présentés par les macrophages aux

lymphocytes T CD4+ (aussi appelés lymphocytes pdrgldans la rate ou les nceuds lymphatiques.
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Cette présentation conduit a la spécialisatiooegelymphocytes T CD4+ en Thl ou Th2 selon le
type de pathogene. La réponse Thl est caractgrasda production d’'interférop, et aboutit a une
immunité a médiation cellulaire : activation descnaphages, activation des lymphocytes T CD8+
(lymphocytes T cytotoxiques) et production d’'lg opsants par les lymphocytes B. Cette
opsonisation facilitera par la suite la phagocytdes pathogénes. Cette réponse sera la plus
appropriée contre des pathogenes intracellulaass(ou bactéries intracellulaires).

Au contraire, la sécrétion d'interleukine 4, 51& (IL-4, 5 et 13) est le facteur clé pour
induire une réponse Th2, aboutissant a I'activaties ymphocytes B. Ces lymphocytes produisent
alors des Ig neutralisants et signent ainsi unengp humorale, étant la plus appropriée contre des
pathogenes extracellulaires comme les parasiteszogites (helminthes en particulier). La plupart
des lymphocytes B et T meurent rapidement maispetiee partie d’entre eux survivent et assurent
une « mémoire » contre les antigenes déja rensritséassurent ainsi une réponse plus rapide et
plus intense en cas de ré-exposition au méme aetige

Les modéles murins ont clairement démontré urentaiion Th2 de la réponse immunitaire
adaptive lors d'infestations par des nématodes rayasiestinaux Trichinella spiralis
Heligmosomoides polygyrublippostrongylus brasiliensist Trichuris murig (Finkelman etal.,
1997 ; Behm et Ovington, 2000; Meeusen et Bali©020Il en est de méme chez le mouton infesté
parH. contortus(Lacroux etal., 2006),Trichostrongylus colubriformigPernthaner ail., 2005) ou
Teladorsagia circumcinctgCraig etal., 2007). L'interleukine 5 sécrétée en abondancelggr
lymphocytes T CD4+ Th2 entraine une hyperéosingplianguine ainsi que l'infiltration des

mugueuses parasitées par ces cellules.

* Roles des polynucléaires €osinophiles

Il est bien établi que la réponse de I'n6te colgsehelminthes est caractérisée par une
éosinophilie systémique et tissulaire. Le polynaick éosinophile est souvent considéré comme
une cellule protectrice pour I'héte lors d’infegdat par des helminthes. Le mode d’action de
I'éosinophile serait la cytotoxicité cellulairea libération de protéines cationiques contenues dan
les granulations cytoplasmiques, ainsi que la géinér de médiateurs néoformés auraient un effet
cytolytique sur le tégument des parasites, induisewe immobilisation des larves et des Iésions
cuticulaires conduisant a leur mort (Rothenberddegan, 2006)In vitro, les éosinophiles sont
capables d'immobiliser et de tuer les larvad.dtontortusen présence d’anticorps spécifiques anti-

L3 (Terefe efal., 2007a), ce qui suggére que les éosinophiles aientrétre des effecteurs dans la
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résistance des ovins aux strongles gastro-intestinaette hypothése est également étayaavo

par I'observation histologique de tissus de I'ha@e: nombreux polynucléaires éosinophiles sont
retrouvés en association étroite avec des parasitasts ou endommagés (Balic at, 2006).
Toutefois, les avis restent partagés sur le rodetedes éosinophiles a I'encontre des helminthoses
(Fabre etal., 2009). En effet, les dommages de la muqueuseitinghar les polynucléaires
éosinophiles pourraient fournir un micro-environme@in bénéfique a [linstallation et au
développement dérichinella spiralischez la souris.

Enfin, un réle non négligeable des polynucléa@esinophilesn vivo serait leur production
de certaines cytokines dans leur environnement ofiatiéen particulier I'lL-3 et I'lL-5, suggérant
un role dans la mastocytose associée aux infessatielminthiques ainsi que dans I'amplification
de l'éosinophilie via une activité IL-5 autocrinel sur les autres polynucléaires éosinophiles

(Rothenberg et Hogan, 2006).
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PARASITE
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Figure 3. Organisation générale de la réponse immunitairptatiae (d'apres Lacroux, 2006)
Abréviations: GALT: Gut-associated lymphoid tissuegR : T cell receptorTLR: Toll-like receptors
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2.7. Moyens et méthodes de lutte
2.7.1. Les principales anthelminthiques utilisés

La lutte contre les infestations par les stronglastro-intestinaux consiste tout d’abord a trdasr
animaux a l'aide de produits anthelminthiques. CGeyen de contréle est actuellement le plus
répandu chez les éleveurs. Les trois familles déecntes les plus utilisées sont IEgtones
macrocycliques les benzimidazoléset lesimidazothiazoles auxquels s’ajoute la famille des
salicylanilides, actifs uniguement contre les strongles hématmsh@l ableau 2).

Tableau 2 Liste de quelques molécules actives recommandaéesecl’haemonchose chez les
ovins (Dictionnaire des médicaments vétérinair8S, iédition, 2005 ; Terefe, 2007).

Délai d’attente

Voie
Groupe chimique Molécules Dose d’administration Viande
| Espece Lait )
IMIDAZOTHIAZOLES  Lévamisole 7,5 mgkg YO Mk Bolus, o, 3-28
Pour On
Albendazole Non 10
BENZIMIDAZOLES Fenbendazole 5 mg/kg VO 8
Oui -
Oxfendazole 14
lvermectine 0,2mg/kg SC, VO (Ov) 3-42
LACTONES —_—
ou Non
MACROCYCLIQUES 1o idectine 1542—
0,5 mg/kg Pour On
SC (Bv)
SALICYLANILIDES Closantel 10 mg/kg Non 28
VO (Bv, Ov)

2.7.2. Tarissement des sources de contamination

Tarir la source de contamination consiste a miremas maximum le contact entre les ovins
et les larves infestantes (Hosteaét 1997; Paolini, 2004; Heckendorn, 2007). Dansotgectif,
plusieurs catégories de méthodes ont été décrites:
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* Meéthode préventive,consistant a placer des animaux sains sur degllegr@xemptes de
larves infestantes ;

* Meéthode évasiveou ‘Treat and Move’, consiste a transférer damauax traités par des

anthelminthiques de patures contaminées vers desepdpropres ;

» Meéthodes par dilution, consistea diluer I'infestivité du paturage par l'utilisatiode
plusieurs types d’hdtes (bovins et ovins, ou égeinsvins) (paturage mixte) ou avec un
seul type d’héte (la différence de sensibilité erivins jeunes et adultes peut étre mise a
profit afin de réduire la pression d’'infection rentrée par les animaux jeunes qui sont les
plus réceptifs ; le principe général consiste &@we les jeunes animaux précedent toujours

les adultes sur des parcelles saines) ;

Le succes de ces méthodes repose avant tout sigestien rigoureuse des systemes de paturage.
Cependant, cette gestion est en général étabbe sels motifs agronomiques de valorisation des
parcs fourragers et d’herbe sur pied ; la prisc@npte du risque parasitaire n’étant en général
considérée qu’en seconde intention (Hoste et Ghiait®97 ; Cabaret at., 2002).

2.7.3. Augmentation de la résistance de I'hote

L’amélioration de la résistance de I'héte est gteatégie pouvant reposer soit dar
vaccination, soit surl’amélioration de la ration alimentaire de I'h6te, soit suda sélection

d’animaux résistantsaux nématodes gastro-intestinaux.

A. Vaccination
La vaccination contrelaemonchus contortues fait I'objet de nombreuses études et certains
antigénes potentiellement protecteurs sont aujaurddien caractérisés. Toutefois, aucun vaccin
commercialisé n’est actuellement disponible potitetucontre les strongyloses gastro-intestinales

des ruminants et I'espoir d’'un vaccin a court oumaénoyen terme est infinitésimal.

B. Amélioration de la ration alimentaire de I'h6te

* Les tannins condensés de certaines plantes inelirane réduction de I'excrétion fécale
des ceufs de parasites et, dans une moindre mesereéduction du nombre de vers installés et de
la fertilité des femelles. Toutefois, les résultabdenus sont trés variables en fonction des @ante
des espéces d’hétes et de parasites considéréste (@ta., 2004).
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* L’infestation par les nématodes gastro-intestingu@voque une réduction de la prise
alimentaire des animaux, une perturbation de lagtfign et de I'assimilation des nutriments avec
des conséquences néfastes sur le métabolisme qu®t&Coop et Holmes, 1996). La
supplémentation en protéines serait capable d’antgnta résilience et la résistance des moutons a

ce type d’infestation parasitaire (Louvandinakt 2006).

C. La sélection d’animaux résistants

L'utilisation d’animaux génétiquement sélectionpésir leur résistance aux infestations par les
strongles gastro-intestinaux offre la possibilieediminuer la contamination de I'environnement et
le nombre de traitements anthelminthiques néaessdans 'année et de freiner la diffusion de la
chimiorésistance au sein des populations de némstdda mise en ceuvre pratique de cette
méthode est rendue possible par I'estimation aelisité de I'excrétion d’'ceufs dans les matieres
fécales (OPG) en infestations naturelles ou aeifees. Toutefois, cette technique est trop loukde
développer sur de trés grands effectifs. La s@ectissistée par marqueurs proches de genes de
résistance ou bien par les mutations des genemémes pourrait prédire la valeur génétique d’'un
individu a la naissance sans passer par une mesifméeure de son phénotype. Les outils
moléculaires de cette sélection sont actuellemdi@ti@de. Les limites potentielles de la sélection
génetique ne doivent pas étre négligées comme lusegpande sensibilité a d’'autres pathogenes
(virus, bactéries ou protozoaires) ou une adaptates parasites a des hoétes résistants (Jacquiet et
al., 2009).
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Etude expérimentale



Introduction

Depuis plusieurs années, I'équipe de parasitoldgiEUMR INRA/ENVT 1225 étudie les
mécanismes immunitaires des moutons lors d'infestatnaturelles ou expérimentales par des

strongles gastro-intestinaux, en particulier I'espeosmopolitéiaemonchus contortus.

Un modéle original comprenant une race ovine tapirésistante, la Martinik Black Belly
et des races européennes sensibles, INRA 401 etuhac a été développé dans notre équipe.
L’étude comparée de leurs réponses immunitairesrimip de mettre en évidence des différences
importantes entre ces races pour I'expression deggde lectines dans la muqueuse, 8 jours apres

une primo-infestation.

1. Objectifs

L'objectif du notre étude expérimentale est delisérn une cinétique comparée de la
présence de la protéine Gal-15 (Galectine 15) tansucus de la caillette au cours d’'une primo-
infestation chez des animaux de race résistartessanimaux de race sensible. Des évaluations des

populations parasitaires et des analyses de phatbioljpgie viendront compléter ces mesures.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériels
2.1.1. Les ovins
2.1.1.1. Ovins de race Martinik Black Belly

Les ovins Martinik Black Belly représentent I'udes races ovines dites “a poils ou sans
laine” rencontrées aux petites Antilles (Martinig@araibe,...) et caractérisées par un ventre et des
extrémités noirs (Photo 3). Ces ovins ont été éhtits aux Antilles & partir du X3 ®siécle ; elles
descendent trés probablement des moutons afrideita céte du golfe de Guinée (Mahiewakt
1997 ; Naves eal., 2001 ; Lacroux, 2006). Quelques dizaines d’emisyde cette race ont été
importés de Guadeloupe en métropole par le ceetrecherche de 'INRA (domaine INRA de la
Sapiniére (Cher)) dans le but initial d’étudierskisonnalité de la reproduction. Toutefois, larac
Black Belly est connu par sa résistance aux intiesis par les nématodes gastro-intestinaux tels
gueH. contortus(Gruner egl., 2003).
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2.1.1.2. Ovins de race Lacaune

Les ovins de race Lacaune, avec un effectif dendijfBon de brebis, représentent environ un
cinquieme du cheptel ovin francais. lIs tirent le@m du chef lieu de canton situé au milieu des
monts de Lacaune dans le Tarn, a la limite de RAwe et de 'Hérault. De format moyen a lourd,
la brebis Lacaune pése de 70 a 80 kg pour uneuraategarrot de 70 a 80 centimetres. Les males
peésent de 95 a 110 kilogrammes. La race se caszcpr une téte fine au profil léEgérement busqué
et 'absence de cornes. La laine forme une toisom de 1,5 a 2 kilogrammes (2,5 kilogrammes
pour les béliers) laissant a découvert la téteplg les pattes et le ventre, toutes parties remtes/

de fins poils blancs (Photo 4).

Il existe deux rameaux en race Lacaune : I'un siééi pour produire du lait, et I'autre pour

produire de la viande.

L B

Photo 3. Brebis de race Black Belly Photo 4 Brebis de race Lacaune
(www.blackbellysheep.oig (http://fr.academic.ru/pictures/frwiki/66/Brebis
_lacaune.jpg)

2.1.1.3. Age, sexe et entretien des animaux

L’étude expérimentale a porté sur des agneaux aeo® d’age; 16 agneaux de race
Martinik Black Belly (8 males / 8 femelles) fourmgar la station expérimentale INRA de Bourges,
de paternités connues et 12 agneaux de race La@@unéles / 4 femelles) nés a 'TENVT dont les
paternités multiples n’étaient pas connues. De haigsance a I'autopsie, ils ont été maintenus a
l'intérieur de béatiments et alimentés avec du faiwolonté et du concentré afin d'éviter toute
infestation accidentelle. Un traitement anthelniiqile par voie orale (Ilvermectine ORAMEC
Ovin 0.2 mg/kg) a été administré a ces agneauyours avant la primo-infestation pour s’assurer

de I'absence de toute contamination (Tableaux43.et
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Tableau 3.* Agneaux de race Black Be Tableau 4 Agneaux de race Lacat

[ agneau genres lot I'-,I" agneau genre Iﬂt
98060 = Jo 93481 = 10
98021 o Jo =
98111 E J4 34242 = J0
98013 Z Ja 91181 A J4
38006 =] J8 91381 A J4
98053 = J8 =
98017 < J8 929581 < JB
93097 < Ja 93071 = Ja
98010 = J15 02441 K, J15
98075 S J1s =
95005 = tr 91071 z J15
98064 o J21 91741 = J21
95009 S J30 91182 A J30
98089 & J30 =
98012 = J30 21611 s J30

* Chaque couleur correspond a un bélier (pére).dgeaux de méme péere ont été distribués a des

lots différents afin d’éviter un effet « pere »ataines dates.

Dans la répatrtition des agneaux Black Belly dassdiférents lots, certaines dates ont été
privilégiées (plus de deux animaux dans le grouggkar nos premieres analyses d’expression du
gene de Gal-15 concernaient cette datgcal selon Terefe ail., (2009), les différences de charges
parasitaires sont déja bien accentuées a cetteetldtecar nous voulions confirmer qu’a cette date,
les vers femelles sont plus petits chez les BlaekyBgue chez des animaux de race sensible
(Terefe etl., 2007b).

2.1.2. Les parasites

Les larves d4. contortusutilisées proviennent de la souche « Humeau »eastiién élevage
caprin dans la région du Quercy. Les larves infestgasont récoltées a partir de coprocultures des
matieres fécales d’ovins infestés expérimentalemlesd larves utilisées en expérimentation ont

environ 1 a 2 mois d’age et sont conservées a 8°C.

2.2. Méthodes

2.2.1. Dispositif expérimental
Les ovins ont été infestés par voie orale, aversgule dose de 10 00@. lUne telle dose
est suffisante pour entrainer une réponse chezel'hdais n’entraine pas de signes cliniques
extrémes voire la mort des animaux au cours deé&amentation.

Ces animaux ont été divisés en 6 lots et le prédoexpérimental suivant a été respecté (Figure 4):

20



Infestation a gde tous les lots sauf le lot témoin ;
Abattages a:oJ(lot témoin), 4 (lot 1), & (lot 2), Js (lot 3), 31 (lot 4), %o (lot 5) post-

inoculation;

Prises de sang ag-J-Jg-d5-J1-Jo;
Examens Coproscopiques 3@'31]5"]18"]21&23"]26'\]30-

Lot témoin
Lot 1 (J4)
Lot2  (J8)
Lot3  (J15)
Lot4  (J21)
Lot5  (J30)

JO

PS + copro

J4

» abattage

PS + copro P8

@——> abattage

s

J8 J15 J18 J21 J23

ps

PS + copro »
1 abattage
PS +i copro F:?’S Ps PS + (%,Opro
@ <@ ‘ > abattage !
PS -P copro i:'s F’S PS + z::opro co;é)ro PS -P copro
@ . @ L . 4 > abattage
PS + copro  PS PSs PS + ¢opro copro PS +icopro copro coépro PS + popro

J26

J30

, abattage

Abréviations : PS : Prise de Sang;opro : Examen Coproscopique

Figure 4. Le protocole expérimental

Le choix des dates4Jk,...) a été fixé en fonction de la biologie du paeasia J, toutes les larves

implantées doivent étre au stade 4 3,@8 commence a voir les premiers vers immatuéeds, la

majorité des vers doit étre au stade immature,;,aude grande partie des vers doit étre au stade

adulte, enfin, asd, tous les vers présents doivent étre au stadéeadul
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2.2.2. Ante mortem
2.2.2.1. Examen coproscopique quantitatif (OPG)

L’examen coproscopique est une technique couramte e diagnostic et I'évaluation du niveau
d’infestation du mouton pataemonchus contortute nombre d’ceufs de strongles par gramme de
matieres fécales (ou OPG) est évalué par la teabnde Mac Master, modifiée par Raynaud
(1970).

Un volume de 42 ml de solution saturée de chlodeesodium NaCl (d=1,19) est ajouté a une
guantité de 3 g de féces. Le mélange obtenu &t $ilir une passoire a thé. Ensuite, un aliquate es
prélevé pour remplir les cellules d'une lame de Mdaster. Le comptage s’effectue sous

microscope optique au grossissement X100 (Figufeds) annexdll).

42 ml d’eau
saturée en
NaCl \‘ // 30 de feces
_ 4 v

Om mélange la mixture 3 'aide d'vn pilon O verse le contenu du mortier dans vn bécher

a travers une passoire a thé afin déliminer

les gros deébris végetaux et on melangele contenu
du bécher quelgues numtes

Face
l I | H ‘ : : ‘ ‘ |%U : On préléve a I'aide dune pipette et 'on remplit
. les deum chambres de la lame de Mc Master
fesean Cm attend 5 min avant de procéder a Ia lecture
. : afin de laisser monter les oeufs a la surface
[1 L1 L]
L 1
Coupe chambre

Lame Mac Master

Omn lit au microscope a un grossissement
® 15 o x 100 selon les oeufs en presence
dans les deum chambres

Le nombre d'oeufs par gramme de feces (opg) est obtenu en nmiltipliant le résultat par 5

Figure 5. Méthode de Mac Master modifiée par Raynaud (dapréltour, 2000)
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2.2.2.2. Cinétique des mesures d’hématocrite

L’hématocrite est estimé a partir de sang récupéréles tubes EDTA a la jugulaire.
L’'analyse doit cependant étre réalisée dans la §tmumée suivant le prélevement afin d’éviter
’hémolyse. Apres homogénéisation, le sang esepéétlans des tubes capillaires aux extrémités
colmatées par de la pate a modeler et placés dansantrifugeuse (10 000 tours /mn pendant 5
minutes), permettant grace a une grille de leadiétablir le pourcentage de globules rouges (culot)

par rapport au volume de sang total (voir annexe VI

2.2.2.3. Mesures du nombre total d’hématies, de I'hnémoglobiémie, du taux de

réticulocytes et de I'éosinophilie sanguine.

Ces mesures ont été réalisées par le service degigdClinique de I'Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse a partir des préléevements de sang BUAE I'aide d’'un compteur hématologique
(Appareil SYSMEX Inst. ID. XT-2000iV-1) (voir annes 1V, V, VIl et VIII).

2.2.2.4. Dosage du pepsinogene sanguin

Les concentrations de pepsinogene sérique ontvataées selon la méthode décrite par Dorny et
Vercruysse (1998). Brievement, un échantillon derséa été acidifié avec de I'acide chlorhydrique
et incubé une nuit a 37°C avec I'albumine sériqaeirie (BSA). La réaction a été arrétée avec
I'acide trichloracétique (TCA) a 4% et le mélangéta centrifugé a 14000 tours / mn pendant 5
minutes. Une partie de l'aliquote (surnageantéaagiutée a 0,25 M de NaOH et les plaques ont été
incubées a température ambiante avec le réactiFaii@ pendant 30 minutes. La quantité de
tyrosine libérée a été estimée par la densité optagterminée dans un lecteur de plaque ELISA
(Dynatech ImmunoAssay System) a 680 nm en utilisar@ courbe standard de tyrosine. Les

valeurs ont été exprimées en unité (U) ou millt&gMU) tyrosine / litre de sérum.
2.2.3. Post mortem

2.2.3.1. Etude quantitative et qualitative de la populationparasitaire (Bilans

parasitaires)

Aprés chaque abattage, les caillettes ont étéleapent isolées du reste de I'appareil digestihet u
incision a été faite sur la grande courbure. Las gent recherchés : (i) dans le contenu de I'argan
(ainsi que dans les lavages des parois de ce|uiinais également dans la paroi de I'organi af

de récupérer et de dénombrer les stades parasitaore encore matures dans la muqueuse. Pour
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cela, I'organe cible est digéré dans une solutianide chlorhydrique / pepsine pendant 6 heures a
37°C.

Le contenu et le produit de la digestion sontdgtsur un tamis a mailles de i afin de retenir
les éléments parasitaires, puis préservées patiaddi'un large volume d’éthanol 70° jusqu’a
analyse. Leur volume est ensuite ajusté a 2 lgtel®e nombre total de vers est estimé dans un

aliquote de 10 %.

En parallele du nombre total de vers, une analysditgtive de la population de strongles est
réalisée en dénombrant les différents stades pairasi : larves L, vers immatures males et
femelles, vers adultes males et femelles. Cettdysmaa permis d'établir le pourcentage
d’installation des vers ainsi que leur degré destiippement (voir annexg. De plus, pour chaque
échantillon de 3] et %, 12 a 38 femelles adultes ont été prélevées daéneamléatoire pour

mesurer leur longueur (voir annebig
2.2.3.2. Infiltration cellulaire de la mugqueuse abomasale (@sinophiles)

Apres l'abattage des animaux, des tissus de lai pdgola caillette en régions fundique,
intermédiaire et pylorique ont été prélevés avesaatpel et traités comme suit :

* Les échantillons de tissus ont été plongés danssohgion de formaldéhyde a 10 %
tamponnée jusqu’a leur fixation ;

» Apres déshydratation dans des bains successifsodlatle degrés croissants et de toluene
(cycle automatisé complet de 18 heures), les éitloastsont ensuite inclus en paraffine ;

» Des coupes de gm d’épaisseur sont réalisées a partir des blo¢aideld’'un microtome
(Microm, France) et récupérées sur des lames fé&salames Superfrost Plus, Labonord,
France) ;

» Ces coupes histologiques ont été ensuite coloeen & protocole classique d’Hémalun-
eosine (Terefe edl., 2009).

Les éosinophiles ont été comptés au grossissem&dd Xt les résultats ont été exprimés par la
somme du nombre des éosinophiles observés dansarBpshmicroscopiques, sélectionnés de
maniere aléatoire, par couche histologique (sougjuewse, lamina propria et position intra
épithéliale) et pour chaque région anatomique dedd#lette (région fundique, pylorique et

intermédiaire entre fundus et pylore) (voir ann¥xe
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2.2.3.3. Mise en évidence de la protéine Gal-15 dans le mucu

A l'abattage, le mucus de la région fundique aréttipéré en grattant délicatement la surface de
'organe avec une lame de scalpel. Le produit detage a été mélangé a du PBS (2 mL) puis
stocké a -20°C.

Les concentrations en protéines totales des différéchantillons ont été évaluées a l'aide du test
Bicinchoninic Protein Assay (Pierce, Rockford,ndis, USA) (voir annexe IX). Les concentrations

ont toutes été ajustées a 500 £ 50 pg/ mL.

Les protéines des échantillons de mucus ont ét@&ep sur gel de polyacrylamide en conditions
non dénaturantes (électrophorése a 120 Volt peridadb mn). Par la suite, une partie des gels a
été colorée avec le bleu de Coomassie afin de lidsudes protéines majeures du mucus pour

chaque animal (voir annexe XiIlI).

Une autre partie des gels a fait I'objet d’'un tfartsde protéines sur membranes de PVDF
(électrotransfert a 250 mA pendant 40 mn). Les miands ont ensuite été incubées avec un
anticorps primaire pendant 90 minutes (anticorpdygbanal anti-sheep GAL-15 fourni
gracieusement par le Dr. E. Meeusen de I'Univerdiéé Melbourne) puis avec un anticorps
secondaire (anti-rabbit IgG peroxydase conjugatm®) dilués au 1/58"™ pendant 60 minutes. La
révélation a été faite avec le substrat Opti-4¥Substrate Kit (BIO-RAD) (voir annexe XI et XIII)

2.2.4. Analyses statistiques

Compte tenu de la taille des groupes expérimenti@sxanalyses statistiques ont consisté en des
tests non paramétriques uniquement : les compasas® valeurs en hématologie a une date précise
et les comparaisons de taille de vers femellesétntréalisées avec le test de Kruskall-Wallis a
l'aide du logiciel SYSTAT.
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3. Résultats
3.1. Ante mortem
3.1.1. Comptage des ceufs dans les matiéres fécales

L’excrétion d’ceufs débute plus tot et avec unensité plus élevée chez les animaux de race
Lacaune (i) que chez les Black Belly£). A Jo, I'excrétion des ceufs chez les Lacaune était 17

fois plus élevée que chez les Black Belly (Figaxe

OPG
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7000 =
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4000 - y////”’
3000 3
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1000 ,i/V
0 » » o » ‘ ‘ = — .,,7,,.,,,,,‘”771

JO J4 J8 Ji15  Ji18 J21 J23  J26 J30

—+— Lacaune = Black Belly

Figure 6. Intensités d'excrétion d'ceufs (indiquée en ceufgi@anme de matieéres fécales ou
OPG) au cours d'une primo-infestation p@emonchus contortus

3.1.2. Cinétique des mesures d’hématocrite

Chez les animaux de race Black Belly, le taux d’ataorite est inférieur a celui des Lacaune avant
I'infestation (P < 0,05). Dans les deux races, lbmiese est enregistrée des(diminution de 24 %
pour les Lacaunet del9 % pour les BB sur la totalité de la périoge-Jko). A partir de g, les

hématocrites sont presque similaires dans les d@es (Figure 7).
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Figure 7. Cinétique de I'hématocrite chez les Lacaune eBliesk Belly

3.1.3. Cinétique du nombre total d’hématies et de 'hémogibinémie

Le nombre total d’hématies et I'hémoglobinémie idiment dans les 2 races des(Figure 8 et 9)

La baisse entrep et %o est plus importante chez les Lacaune que cheBlask Belly pour le

nombre d’hématies (respectivement — 33% et — 20%nnee pour I'hémoglobinémie
(respectivement -30% et -18%).
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Figure 8. Cinétique du nombre total d’hématies par huimez les Lacaune et les Black Belly
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Figure 9. Cinétique de I'hémoglobinémie chez les LacauteseBlack Belly

3.1.4. Cinétique de I'éosinophilie sanguine

La mesure de I'éosinophilie sanguine a montré unes$e chez les Black Belly da@sayec un pic a
Jis pour cette race (800 éosinophiles/uL soit 4,5 fieisniveau initial). Chez les Lacaune,
'augmentation n’est constatée qug (aleur maximale a 230 éosinophiles /UL soit esmgnt 1,9
fois le niveau initial). A partir deid il y a une nette diminution de I'éosinophilie dales deux
races. L’éosinophilie sanguine atteint des valeof&rieures au seuil initial a&Jet 3o chez les
Lacaune tandis qu’elle se maintient & des niveapérseurs au niveau initial chez les Black Belly
jusqu’a Jo. En bilan, I'éosinophilie sanguine est signifigatnent plus importante a (P< 0,05), ¢

(P <0,01), & (P <0,01) eta] (P <0,05) chez les Black Belly que chez les Laedalrigure 10). Le

tres petit nombre d’individus apXelativise l'intérét d’'un test statistique.
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Figure 10 Cinétique de I'’éosinophilie sanguine chez les Laezet les Black Belly
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3.1.5.Cinétique du taux de réticulocytes

La figure 11 montre que le taux de réticulocytesreerdy et Js chez les Black Belly est trés
légérement supérieur a celui des Lacaune. A peti};, on constate une trés importante hausse du
taux moyen de réticulocytes chez les Lacaune nadie bausse est due a un individu. Le taux de

réticulocytes reste stable chez les Black Belly.

té_?.
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—e—lLacauner —#—Black Belly

Figure 11.Cinétique du taux de réticulocytes chez les Lacaames Black Belly

3.1.6. Dosage du pepsinogéne sanguin

Les valeurs du pepsinogene sanguin chez les Blattik 8ont toujours plus élevées que celles des
Lacaune entresJet 3o avec un pic enregistré dans les deux raceqRiglre 12). A d et Js, les

différences entre races sont significatives (retppsment P = 0,025 et P = 0,01).
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Figure 12, Dosagedu pepsinogene chez les Lace et les Black Bell
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3.2. Post mortem
3.2.1. Etude quantitative et qualitative des populations prasitaires
A. Nombre total de vers

Aucun ver n’a été retrouvé dans les lots témoims.ntbyenne sur toute I'étude, le pourcentage
d’installation d’H. contortusa été de 28, 1 % chez les agneaux Lacaune eB#dehez les Black
Belly. Le ratio nombre de vers retrouvés chez lasaune sur le nombre de vers retrouvés chez les
Black Belly est compris entre 1,7 et 2,6 entretd]s puis il atteint 5,4 a,d et 8,3 ash (Figure 13).
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Figure 13.Nombre total de vers retrouvés a l'autopsie pamahi
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B. Stades du parasite
A J4, on ne trouve que des;LA J, on trouve une proportion d'immatures trés légénem
supérieure chez les Lacaune (40%) que chez lek Bally (20%). A Js, les proportions des
différents stades sont rigoureusement identigaes tes deux races. En revanche;auhe plus
grande proportion de vers adultes est observéelehdacaune (95%) contre 41 % seulement chez
les Black Belly. Toutefois, asg) les proportions de vers adultes ne different gose les deux

races (Figure 14).
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Figure 14 Proportions des différents stades du parasit@ars d’une primo-infestation
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C. Longueurs moyennes des femelles adultes

La mesure de la taille des femellesidcontortusrécoltées a 21 et 30 jours post-inoculation a
révélé des difféerences nettes entre les racesfeteslles récoltées chez les animaux Black Belly
sont significativement plus petites (P < 0,001) cqa#les récoltées chez les agneaux de race

Lacaune (respectivement -26%,aet — 32% asj) (Tableau 5).

Tableau 5. Longueurs moyennes des femelles adultes @t B, : comparaison entre les deux races

Race Ja1 Js0
Lacaune 14,5 mm +/-2,8 (N = 32) 17,85 mm +/- 2 (N = 28)
(120 :rngggaelix 14,1 mm+/- 1,6 (N = 32) 20,43 mm +/- 2,4 (N = 23)

12,43 mm +/- 2,6 (N = 14)

Black Belly 9,7 mm+/-1,9 (N=17)
(2 animaux a 12,36 mm +/- 3,1 (N = 11)
Jo1 et3ady) 11,4 mm +/- 1,6 (N = 36)

14,33 mm +/- 2,3 (N = 15)

3.2.2. Infiltration cellulaire de la muqueuse abomasale (@sinophiles)

A Jo, de tres rares éosinophiles ont été observés daasmuqueuses des caillettes d’animaux
témoins et ce, quelgue soit la race ou la régiatcamique de I'organe (Figures 15 a 17). Dans la
région du fundus, le recrutement des éosinophiéésit® des Jchez les BB, il est retardé achez

les agneaux Lacaune (Figure 15). Par la suite eintitoute la période d'étude, linfiltration
eosinophilique semble plus prononcée chez les B8 chez les Lacaune, la difféerence étant
particulierement nette a.Ja présence d’éosinophiles en position intra@tidgle n’est prononcée
gu’'a Js. Dans la région intermédiaire (Figure 16), onaete des résultats similaires si ce n’est que
le recrutement éosinophilique semble plus pronate=Jd chez les BB. Dans la région du Pylore
(Figure 17), tres peu d’éosinophiles sont obsemécocement (Jet &) tandis qu’ils sont
nombreux y compris en position intraépithélialelf2 dans les deux races. A &t 3o, une forte
diminution du nombre d’éosinophiles est notée daed acaune tandis que leur nombre s’accroit a

J>1 chez les BB et se maintient a des niveaux élevigglans cette race.
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Nbre moyen des éosinophiles
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Figure 15. Nombre moyen des éosinophiles dans la régioruaid#s (L : Lacaune ; BB : Black Belly)
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Figure 16. Nombre moyen des éosinophiles dans la régionndiaire (L : Lacaune ; BB : Black Belly)
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Figure 17. Nombre moyen des éosinophiles dans la régionythrd® (L : Lacaune ; BB : Black Belly)
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3.2.3. Cinétique de la présence de la protéine Gal-15 dalesmucus abomasal

Chez les animaux non infestég)(Je gel coloré au bleu de Coomassie fait apparaite
seule bande a 66 kDa qui correspond au poids malézwe la mucine ovine. Cependant, aucune

bande n’est révélée par western blot chez les lreecaomme chez les Black Belly (Figure 18).

En revanche, huit jours aprés l'infestation (Fegd®), on remarque la présence de deux
bandes supplémentaires dans le gel coloré au kl€lodmassie : la premiére a 45 kDa environ qui
apparait chez tous les animaux, la seconde a 15ekBiaon qui apparait uniquement chez trois
Black Belly sur quatre et qui est absente chezLbsaune. A cette méme date, le western blot
révéle deux bandes sensiblement aux mémes poidécataites que précédemment chez trois
Black Belly (BB1, BB2, BB3), le quatrieme Black Bel(BB4) ne présentant aucune bande en
western blot. Chez les Lacaune, L1 ne présentenaubande tandis que L2 présente les deux
bandes observées chez les trois premiers Blacly Be&ime si la bande de 15 kDa semble moins
prononcée. A1} (voir annexes Xll et Xlll), le western blot révééeprésence des deux bandes chez
tous les animaux des deux races.2el %o (voir annexes Xll et Xlll), les deux bandes révéléa
western blot sont beaucoup moins nettes et s’esntrgpmplétement chez certains animaux4 A J
(voir annexes Xl et XIII), le western blot montum trés faible signal a 45 kDa chez tous les

animaux.
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Partie 2 Etude expérimentale
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Figure 18 Absence de la protéine Gal-15 dans le mucus d’animan infestés ¢
T +: Témoin positif (BB : 98006) L. : Lacaune ; BB : Black Belly

L1: 93481 ; L2: 94242 ; BB1: 98021; BB2: 98060
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Figure 19.Présence de la protéine Gal-15 dans le mucus daniimfestés et abattus a J

L1: 92981 ;L2: 93071 ;BB1: 98053 ;BB2: 98006 ;BB3: 98017 ;BB4: 98097
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4. Discussion

4.1. Protocole expérimental et méthodes utilisées

Le protocole expérimental a été mis en plafie, dans un premier temps, de comparer le degré
d’installation et de développement du parasiEEemonchus contortudurant les trente premiers
jours d’une primo-infestation entre des animauxhd’'uace resistante (Martinik Black Belly) et des
animaux d’'une race sensible (Lacaune). Puis, demmgdres physiopathologiques (hématologie,
marqueur biochimique de l'inflammation et recrutetndes éosinophiles dans la caillette) et la
recherche de la protéine Gal-15 par western blos da mucus de la caillette des animaux sont
venus compléter ces premieres données parasitakEgyigDans cette étude, la priorité a été donnée
a la cinétique de l'infestation parasitaire et dgsonses de I'hote. C’est en effet la premiére etud
de ce type dans notre modele race résistante /sewsible aH. contortuscar dans les études
précédentes (Terefe at,, 2007b ; 2009), seules certaines dates étaiesepen compte rendant
impossible toute vision globale sur le premier mdigne primo-infestation. La priorité a la
cinétigue explique le nombre limité d’individus pate (4, L, &, Js, b1 et 3o) dans les deux races,
ce qui a bien évidemment limité nos possibilitéandlyse statistique (utilisation de tests non
paramétriqgues uniquement) notamment pour les caigoms des données enregistrest-
mortem Enfin, le petit noyau Martinik Black Belly de Iité expérimentale de la Sapiniere du
Département de Génétique Animale de I'INRA ne pénpas de fournir de gros effectifs d’agneaux
de péres différents pour les expérimentations. iam,bon a fait le pari de mettre en évidence des
différences trés nettes entre les deux races remdasi interprétables des comparaisons entre lots

de tres petite taille.
4.2. Reésultats

Les résultats de cette expérimentation indiqueptlga agneaux de race Martinik Black Belly
sont plus résistants H. contortus que les agneaux de race Lacaune au cours d’ungo-pri
infestation. Des différences tres marquées de pitécet d’intensité d’excrétion d’ceufs dans les
matiéres fécales sont observées. Elles s’expligaelat fois par un plus faible nombre de vers
installés (Figure 13), un retard de développem@imtn net a3}, figure 14) et une taille réduite des
vers femelles a,d et a Jo (Tableau 5) chez les MBB en comparaison avec B=aline. Cette
réduction de la taille des vers femelles chez denaux résistants a déja été retrouvée dans la race
Martinik Black Belly (Terefe etl., 2007b) ainsi que dans d’autres races ovinestaésss comme
les moutons a poils des Canaries (Gonzale#.eP008). Elle est une manifestation importante de

immunité des ovins lors d’infestations par lesosfyles gastro-intestinaux (Stearae;1999).
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Les résultats des mesures hématologiques indigégatement des différences entre les
animaux des deux races. Le taux d’hématocrite dBB Bkt significativement inférieur a celui des
Lacaune avant infestation marquant d’emblée urférdiice entre ces deux races. Dans les deux
races, l'infestation pat. contortusse traduit par une baisse de ’hématocrite g€soit au moment
ou le caractéere hématophage de ce nématode estrbj@ace. Toutefois, la baisse de I'hématocrite
est significativement plus importante (P < 0,05¢zles Lacaune que chez les MBB d’aprés les
observations réalisées entrg & }1. En paralléle, on note une baisse significativamans
importante (P < 0,05) du nombre total d’hématies par et du taux d’hémoglobine chez les
Lacaune que chez les MBB toujours sur cette mémmdee (§ — b1). En conséquence, les
différences de populations parasitaires entredess se traduisent par un impact plus important sur
les parametres hématologiques des individus, lesaax de race sensible montrant une anémie
plus prononcée (Gonzalez ak, 2008). On a noté une élévation drastique du taayen de
réticulocytes chez les Lacaunesg ;outefois, cette augmentation est due a un a&auntal dont le
taux passe de 0,3 a 2% entseet }o tandis que le second individu du groupe conseegevdleurs
stables. Cette observation meériterait toutefoistre’éapprofondie sur un plus grand nombre
d’animaux et sur une plus longue période d’obsematar on peut supposer que les animaux qui
subissent les plus lourdes pertes en hématies sadititer plus activement leur moelle osseuse
pour compenser ces pertes.

L'infestation parHaemonchus contortus’est traduite également par une augmentation du
nombre d’'éosinophiles circulants par femtre J et Js dans les deux races mais & des degrés
différents. Ce recrutement d’éosinophiles sangasigarticulierement intense chez les agneaux de
race résistante. Ce caractére avait déja été weétrdans les études antérieures sur Black Belly
(Terefe efal., 2007b ; 2009) mais également dans d'autres m#ststantes européenne (Gonzalez
etal., 2008) ou tropicale (Shakya &t, 2009). Une diminution du nombre d’é€osinophilesgeans
est observée dans les deux races eniretJ}o mais elle est plus prononcée chez les agneaux de
race sensible. L'apparition d'un grand nombre digmshiles dans le sang est suivie par le
recrutement de ces cellules dans la muqueuse ahtnEasitée. Dans la région du fundus, la ou
les larves 3 s'implantent avant de muer en larvds fecrutement semble plus précocg €i plus
intense (ag) chez les Black Belly que chez les Lacaune. Caltadsest particulierement intéressant
car il navait jamais été retrouvé dans les étumegrieures (Terefe af., 2007b ; 2009) ni dans
d’autres modéles d’étude de la résistance dansidésdes animaux sont abattus bien plus tard
(Amarante etl., 2005). En bilan, les mécanismes assurant le texoent de ces cellules dans la
mugqueuse semblent - au moins - plus précoces sihmnperformants chez les Black Belly que
chez les Lacaune. Notre protocole ne permet paplitigier cette différence mais il est possible de
formuler un certain nombre d’hypothéses (Rothenleétdgogan, 2006) : une production locale plus
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importante d’ll-5 ou d'éotaxine chez les MBB assuraine plus grande chémotaxie des
éosinophiles vers les muqueuses parasitées, meillexpression d’intégrines a la surface de
I'éosinophile des MBB assurant un recrutement fdasle a partir des capillaires de la muqueuse
ou bien production différente de facteurs inflammitas comme les leucotriénes qui participent au
recrutement local des éosinophiles... Dans la régiglorique, le recrutement des éosinophiles
apparait de facon retardée car les larves se @paid dans un premier temps dans le fundus,
région riche en glandes dans lesquelles s’effett@esnmues -L,4, tandis que les vers immatures
migrent progressivement sur toute la surface degdioe a partir degJ Le comptage des
éosinophiles dans la muqueuse montre égalementalesrs légéerement plus élevées dans le
pylore que dans les autres régions de la caill@ttedus et région intermédiaire). Terefe abt
(2009) ont trouvé des résultats similaires2 Lompte tenu du faible nombre de larves utilisées
dans les infestations expérimentales (une seules& d de 10 0003), il n'a pas été possible de
retrouver des larves dans les coupes histologigtidsnteractionin vivo entre €osinophiles et
parasites n'a pas pu étre observée.

Le dosage du pepsinogéne sanguin montre des @ésatportantes dans les deux races gles J
pour les Black Belly avec un pic dedJs (figure 12) soit au moment ou I'essentiel des eensue
du stade 4 au stade immature et quitté les gladdds caillette. Cette mesure est un reflet de
l'intensité des lésions occasionnées par la présdecnématodes dans la région fundique de la
caillette des ruminants (Dorny et Vercruysse, 1998) peut donc considérer que ces lésions
inflammatoires sont plus prononcées chez les Bialky que chez les Lacaune a une méme date
(Js ou Js). Cette observation va dans le méme sens quenptage des €osinophiles dans la
mugqueuse : tout se passe comme si I'environneneelat caillette des Black Belly était plus hostile
au parasite que celui des Lacaune. On peut envigggdement que l'intensité supérieure des
Iésions de la muqueuse chez les MBB soit la coreseémud’'un recrutement plus précoce et plus
intense en éosinophiles, ces derniers libérans gitus de meédiateurs inflammatoires (radicaux
libres et leucotrienes) toxiques pour les celldesa muqueuse abomasale (Jacobsah,&t007).

Un des résultats les plus importants de cette étaleerne la galectine-15. Dans une
expérimentation précédente, I'expression du genk dmlectine 15 dans la muqueuse abomasale
avait été comparée entre individus de race résest@lack Belly) et individus de race sensible
(Romane), huit jours post primo-infestation, a d&id'une technique de microarray (Puce
d’expression 16K d'Agilent, spécifique de I'espeméane) et de RT-PCR (Jacquiet, données non
publiées). Cette comparaison avait montré une sgfe plus importante de ce géne chez des
MBB infestés que chez des Romane infestés. AucMpeegsion de ce géne n'avait été mise en
évidence chez les animaux non infestés (MBB et RenaAuparavant, la protéine n’avait été
détectée que dans le mucus de moutons Merinogésfegpérimentalement par I'inoculation intra -
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abomasale de f0arves infestantes (Dunphy &t, 2000). C’est la premiére fois que I'on démontre
la présence de la protéine Galectine -15 dans usd'animaux de notre modéle (MBB/ Lacaune)
lors d’'une primoinfestation. Cette étude confirnue da production de cette protéine est induite par
l'infestation par le nématode car les Western Béots ne montrent aucun signal. L'induction est
progressive, la présence de la protéine est b€ d et a Js mais semble diminuer de; & Jo.

A Jg, un agneau Black Belly (sur 4) et un agneau Lagaur deux ne présentent aucune bande
spécifique pour la Galectine — 15 soulignant diegistence de variations individuelles. AsJtous

les agneaux (MBB comme Lacaune) présentent desbaspkcifiques de Gal-15 en western blot.
L’intensité des bandes en western blot est pluoitapte chez les MBB que chez les Lacaung a J
et a Js suggérant que la protéine pourrait étre produitplas grande quantité chez les animaux de
race résistante, résultat qui serait en accord Begeedonnées d’expression du gene. On sait grace
aux données du modele Mérinos que la galectinestl8éerétée en grandes quantités dans le mucus
des animaux infestés (Dunphyadt, 2000), c’est pourquoi, il est vraisemblable qgebhandes a 15

et 45 kDa que I'on observe au bleu de Coomassensoonstituées de Gal-15. La bande a 45 kDa
pourrait étre un polymeére (trimére) de galectinesabhant que les conditions de I'électrophorese
étaient non dénaturantes. On sait que le mucusadgoms immunisés contre les strongles gastro-
intestinaux contient des facteurs affectant la hitébdes larves et participant a leur expulsion
(Harrison etal., 1999) mais ces facteurs n’'ont jamais été clairgnentifiés. Selon Young et
Meeusen (2004), il pourrait s’agir de lectines (ocmenla galectine-15) qui se fixeraient sur les
résidusp-galactose de I'épicuticule des larves de némat(@at etal., 2009), les entourant d'un
véritable cément avant leur expulsion. Toutefasptudence reste de mise car nous n’avons pas
démontré dans cette étude I'implication formellelalgalectine-15 dans la résistance des moutons
Black Belly aH. contortus
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Conclusions et perspectives

C’est la premiere fois que la présence de la pret€al-15 est démontrée par western blot dans
le mucus abomasal de moutons Martinik Black Betly.@&caune primo-infestés par le nématode
hématophageiaemonchus contortudl conviendrait d’extraire les protéines a 1548t kDa des
gels de polyacrylamide afin de séquencer leursgsaN-terminales et s’assurer ainsi définitivement
de leur identité comme Galectine-15. De plus, idgentéressant de réaliser les électrophoreses en
conditions dénaturantes afin de vérifier si lesypwres de 45 kDa sont bien tous réduits a 15 kDa.

Il apparait également indispensable de réalisecinétique de I'expression du géne de la
galectine -15 dans la muqueuse de ces animauy deid en RT-PCR. Initialement, cette étape
faisait partie du projet de Master 2 mais fautegataps, cela n'a pas été possible. Enfin, il nous
semble intéressant de realiser des tests fonci®rde migration larvaire avec les mucus des
différents animaux. En effet, il est possible dléea facilement les capacités de migration des
larves infestantes H. contortusdans différentes conditions. L'objectif de cetted&t serait de
comparer les capacités de migration de larves neise®ntact avec du mucus d’'un animal riche en
galectin-15 avec celles de larves mises en coataat un mucus sans Gal-15. Enfin, I'expression
de cette protéine Gal-15 étant concomitante duutesrent d’éosinophiles dans la muqueuse
abomasale, il parait important d’étudier les intioms Gal-15 et éosinophiles.
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Annexes



Annexe |

Charge parasitaire (H. contortus)

Date Race N earlyL4 | lateL4 Irrlm Imm Male | Femelle Total
abattage animal male | femelle

Contenu 0 0 0 0 0 0 0
Digestion L 93481 0 0 0 0 0 0 0
Total Jo 0 0 0 0 0 0 0
Contenu 0 0 0 0 0 0 0
Digestion L 94242 0 0 0 0 0 0 0
Total Jo 0 0 0 0 0 0 0
Contenu 0 0 0 0 0 0 0
Digestion Jo BBB | 98060 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0
Contenu 0 0 0 0 0 0 0
Digestion Jo BBB | 98021 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0
Contenu 0 200 0 0 0 0 200
Digestion Ja L 91181 0 90 0 0 0 0 90
Total 0 290 0 0 0 0 290
Contenu 0 1100 0 0 0 0 1100
Digestion Ja L 91381 0 560 0 0 0 0 560
Total 0 1660 0 0 0 0 1660
Contenu 0 90 0 0 0 0 90
Digestion Ja BBB | 98013 0 70 0 0 0 0 70
Total 0 160 0 0 0 0 160
Contenu 0 660 0 0 0 0 660
Digestion Ja BBB | 98111 0 350 0 0 0 0 350
Total 0 1010 0 0 0 0 1010
Contenu 20 2360 20 1540 0 0 3940
Digestion Jg L 93071 0 70 0 10 0 0 80
Total 90 2450 20 1550 0 0 4020
Contenu 80 1070 30 820 0 0 2000
Digestion Jg L 92981 40 80 0 0 0 0 120
Total 120 1150 0 0 0 0 2120
Contenu 0 980 0 570 0 0 1550
Digestion Jg BBB | 98017 10 155 0 20 0 0 185
Total 10 1135 0 590 0 0 1735
Contenu 110 360 0 100 0 0 570
Digestion Jg BBB | 98006 50 120 10 0 0 0 180
Total 160 480 10 100 0 0 750
Contenu 80 1460 10 700 0 0 2250
Digestion Jg BBB | 98097 50 70 0 0 0 0 120
Total 130 1530 10 700 0 0 2370
Contenu 20 70 0 0 0 0 90
Digestion Jg BBB | 98053 10 0 0 0 0 0 10
Total 30 70 0 0 0 0 100




Contenu 0 270 760 1120 30 0 2180
Digestion Jis L 92441 0 80 110 195 10 0 395
Total 0 350 870 1315 40 0 1575
Contenu 0 320 580 1040 40 0 1980
Digestion Jis L 91071 0 130 140 240 0 0 510
Total 0 450 720 1280 40 0 2490
Contenu 0 190 140 250 60 0 640
Digestion Jis BBB | 98075 0 90 170 120 20 0 400
Total 0 280 310 370 80 0 1040
Contenu 0 190 590 760 10 0 1550
Digestion Jis BBB | 98010 0 10 10 50 0 0 70
Total 0 200 600 810 10 0 1620
Contenu 0 100 500 490 0 0 1090
Digestion Jis BBB | 98005 0 100 220 300 0 0 620
Total 0 200 720 790 0 0 1710
Contenu 0 30 30 110 930 1190 2290
Digestion Jo1 L 93482 0 0 0 30 900 670 1600
Total 0 30 30 140 1830 1860 3890
Contenu 0 0 20 170 1570 1380 3140
Digestion Jo1 L 91741 0 0 0 10 630 690 1330
Total 0 0 20 180 2200 2070 4470
Contenu 0 0 70 180 140 10 400
Digestion Jo1 BBB | 98102 0 0 10 70 40 20 140
Total 0 0 80 250 180 30 540
Contenu 10 0 20 460 380 10 880
Digestion Jo1 BBB | 98064 0 0 10 90 30 0 130
Total 10 0 30 550 410 10 1010
Contenu 0 0 0 0 510 770 1280
Digestion Jag L 91611 0 0 0 0 10 20 30
Total 0 0 0 0 520 790 1310
Contenu 0 0 30 30 1710 2120 3890
Digestion Jag L 91182 0 0 0 10 560 650 1220
Total 0 0 30 40 2270 2770 5110
Contenu 0 0 0 90 150 140 380
Digestion Jao BBB | 98012 0 0 0 0 130 140 270
Total 0 0 0 90 280 280 650
Contenu 0 0 0 0 20 70 90
Digestion Jao BBB | 98089 0 0 0 0 20 50 70
Total 0 0 0 0 40 120 160
Contenu 0 0 0 0 70 170 240
Digestion Jao BBB | 98009 0 0 0 0 40 70 110
Total 0 0 0 0 110 240 350




Annexe Il : Taille des Femelles d’H. contortus a J,; et J3

I In In In J30 J30 J3o J3o J30
Race : Lac Race : BB Race : BB Race : Lac Race : Lac Race : BB Race : BB Race : BB Race : Lac
N°:91741 | N°:98101 | N°:98064 | N°:93482 | N°:91181 | N°:98012 | N°:98089 | N°:98009 | N°:91611
N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille | N° | Taille
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 9 1 10 1 - 1 12 1 20 1 13 1 12 1 17 1 19
2 11 2 11 2 13 2 11 2 22 2 13 2 11 2 15 2 15
3 14 3 8 3 12 3 13 3 23 3 12 3 15 3 13 3 17
4 14 4 12 4 10 4 16 4 22 4 13 4 10 4 13 4 18
5 18 5 10 5 14 5 15 5 24 5 14 5 17 5 15 5 16
6 17 6 12 6 8 6 13 6 24 6 11 6 14 6 14 6 18
7 12 7 7 7 12 7 12 7 14 7 13 7 15 7 15 7 17
8 10 8 11 8 12 8 12 8 19 8 7 8 14 8 - 8 18
9 12 9 11 9 13 9 13 9 17 9 15 9 8 9 13 9 19
10 14 10 7 10 12 10 13 10 21 10 12 10 7 10 13 10 20
11 13 11 8 11 12 11 14 11 22 11 9 11 - 11 15 11 -
12 15 12 11 12 8 12 17 12 18 12 12 12 13 12 15 12 17
13 11 13 10 13 12 13 13 13 22 13 12 13 19 13 -
14 11 14 - 14 13 14 15 14 20 14 18 14 11 14 22
15 19 15 6 15 10 15 14 15 18 15 17 15 17
16 17 16 12 16 11 16 - 16 20 16 10 16 18
17 14 17 10 17 7 17 14 17 19 17 16
18 17 18 9 18 12 18 17 18 20 18 18
19 19 19 12 19 15 19 22 19 17
20 16 20 11 20 15 20 18 20 19
21 12 21 12 21 17 21 22 21 17
22 19 22 10 22 13 22 22 22 17
23 17 23 12 23 16 23 21 23 20
24 12 24 13 24 13 24 13
25 13 25 10 25 - 25 21
26 18 26 13 26 14 Moy=12.36 26 18
27 15 27 11 27 13 Moy=12.43 | Ecart=3.11 27 17
28 - 28 14 28 - Ecart=2.56 Moy=14.33 28 16
29 13 Moy=9.70 29 9 29 15 Ecart=2.32 | 29 18
30 14 Ecart=1.90 | 30 12 30 13 30 22
31 16 31 13 31 17
32 18 32 11 32 15 Moy=20.43
33| 15 33| 12 | 33| 14 | Eeart=2.39
34 12 34 13
35 13 35 14 Moy=17.86
36 11 Ecart=1.98
Moy=14.53 37 .
Ecart=2.83 38 | 10 | Moy=14.09
Ecart=1.61
Moy=11.44

Ecart=1.65




Annexe Il

Comptage des ceufs dans les matieres fecales (OPG)

Lacaune

[
o

N°animal Ja Jg Jis NIT: Jo1 Jos Jos J3o

93481

94242

91181

91381

92981

93071

91071

92441

91741 500

93482 300

O|0O|0O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O
o

o|O0|Oo

91611 0 250 1050 2250

91182 350 1750 3850 5350 6750

o

Moyenne 0,00 0,00 0,00 0,00 87,50 637,50 | 2050,00 | 3200,00 | 4500,00

Ecart type 0,00 0,00 0,00 0,00 | 175,00 | 769,60 | 2545,58 | 3040,56 | 2250,00

MBB

[
o

Ja4 Js Jis Jis J21 Jos Jos J3o

N°animal

98060

98021

98111

98013

98097

98017

98053

o|O0|0|O

98006

98075

98010

o

98005

98102

98064

98089 150 600

O|0O|0O|O0O|0O|0O0|0O|O|O|O|O|O|O|O|O

o|o|o|o
o|o|o|Oo
o

98009 100 250 200

98012

o
o
o
o
o
o

Moyenne 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 33,33 133,33 266,67

Ecart type 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 57,74 125,83 305,51




Annexe IV

Cinétique de I'éosinophilie sanguine (1uL)

Lacaune
N°animal Jo Ja Jg Jis Jo1 Jso
91 611 0,05 0,06 0,16 0,51 0,06 0,01
91182 0,19 0,09 0,19 0,20 0,05 0,06
91741 0,14 0,07 0,26 0,13 0,09
93 482 0,80 0,56 0,56 0,22 0,07
91 071 0,15 0,64 0,58 0,31
92 441 0,02 0,10 0,23 0,22
92 981 0,07 0,06 0,09
93071 0,02 0,06 0,28
91181 0,16 0,08
91 381 0,07 0,09
93 481 0,08
94 242 0,02
Moyenne 0,15 0,18 0,29 0,27 0,07 0,04
Ecart type 0,21 0,22 0,18 0,13 0,02 0,04
MBB
N°animal Jo Ja Jsg Jis Jo1 J3o
98 089 0,07 0,16 0,45 0,64 0,49 0,40
98 009 0,41 0,29 0,57 0,46 0,60 0,41
98 012 0,35 0,39 0,59 0,48 0,26 0,19
98 064 0,20 0,23 1,14 1,50 0,52
98 102 0,12 0,19 0,60 1,17 0,23
98 075 0,07 0,13 0,33 0,34
98 010 0,25 0,88 1,43 1,19
98 005 0,19 0,17 0,74 0,77
98 006 0,04 0,17 0,22
98 053 0,11 0,50 0,50
98 097 0,43 0,44 0,80
98 017 0,08 0,05 0,28
98 013 0,11 0,17
98 111 0,29 0,48
98 060 0,09
98 021 0,12
Moyenne 0,18 0,30 0,64 0,82 0,42 0,33
Ecart type 0,13 0,22 0,35 0,42 0,17 0,12




Annexe V

Cinétique du nombre total d’hématies (1&/pL)

Lacaune
N°animal Jo Js Js Jis Jo1 J3o
91 611 11,04 11,37 10,81 10,56 9,83 8,82
91 182 12,20 11,19 12,10 10,31 7,77 6,82
91 741 12,09 11,24 11,77 9,58 8,03
93 482 13,11 11,21 13,14 10,28 8,90
91 071 14,25 12,74 13,09 11,42
92 441 13,69 13,66 13,17 11,85
92981 11,91 12,92 11,86
93 071 11,60 13,17 12,30
91181 12,00 9,04
91 381 12,23 10,82
93 481 9,80
94 242 11,28
Moyenne 12,10 11,74 12,28 10,67 8,63 7,82
Ecart type 1,19 1,38 0,83 0,83 0,93 1,41
MBB
N°animal Jo Ja Jg Jis J21 J3o
98 089 9,84 9,94 9,33 7,96 8,73 8,01
98 009 8,95 9,52 10,05 9,11 9,31 9,42
98 012 11,88 11,96 12,31 11,56 11,30 10,32
98 064 11,56 10,38 11,45 10,03 9,41
98 102 12,91 12,20 12,42 11,47 11,02
98 075 12,68 12,28 12,11 11,18
98 010 12,18 11,16 11,85 10,31
98 005 10,98 10,27 11,04 9,25
98 006 12,42 12,79 11,71
98 053 10,63 11,29 11,01
98 097 12,94 12,56 12,40
98 017 8,70 9,17 9,14
98 013 11,37 11,90
98 111 12,20 11,78
98 060 11,87
98 021 12,20
Moyenne 11,46 11,23 11,16 10,11 9,95 9,25
Ecart type 1,32 1,18 1,18 1,28 1,14 1,16




Annexe VI

Cinétique des mesures d’hématocrite (%)

Lacaune
N°animal Jo Ja Js Jis Ja J3o
91 611 34,70 36,20 34,90 33,20 32,10 29,10
91 182 36,80 34,20 36,60 31,30 26,00 26,50
91741 40,00 35,90 37,10 32,70 28,40
93 482 42,10 36,10 42,00 34,20 31,50
91071 34,00 30,00 30,00 27,10
92 441 45,00 43,70 41,60 39,10
92981 36,80 39,10 36,80
93071 31,10 35,10 33,20
91181 33,90 26,60
91 381 38,60 34,70
93481 32,70
94 242 36,60
Moyenne 36,86 35,16 36,53 32,93 29,50 27,80
Ecart type 4,03 4,62 4,01 3,91 2,84 1,84
MBB
N°animal Jo Ja Js Jis Jo1 J3o
98 089 30,80 31,60 29,70 25,90 29,20 27,30
98 009 22,40 23,50 24,70 22,80 23,60 24,20
98 012 29,40 29,90 30,60 28,90 28,60 27,10
98 064 35,70 32,00 35,60 32,10 30,80
98 102 34,90 33,50 33,30 31,30 31,00
98 075 35,10 33,60 33,10 30,90
98 010 32,50 29,50 31,40 28,10
98 005 28,80 27,00 28,70 24,70
98 006 30,20 30,80 28,50
98 053 30,20 31,70 31,20
98 097 34,30 33,20 32,30
98 017 30,30 31,80 32,00
98 013 28,10 29,80
98 111 34,80 33,70
98 060 33,10
98 021 36,20
Moyenne 31,68 30,83 30,93 28,09 28,64 26,20
Ecart type 3,63 2,83 2,81 3,36 3,00 1,73




Annexe VII : Cinétique de 'lhemoglobinémie(g/dL)

Lacaune
N°animal Jo Ja Jg Jis Jo1 Jso
91 611 12,00 12,20 11,50 11,10 10,50 9,50
91182 13,00 11,70 12,90 10,90 8,30 8,10
91 741 12,90 12,10 12,70 10,40 8,70
93 482 13,90 11,80 14,20 11,10 9,70
91 071 14,80 13,50 13,70 11,90
92 441 14,60 14,80 14,30 12,90
92 981 12,00 13,10 12,10
93 071 10,80 12,70 11,50
91181 12,50 9,30
91 381 13,40 11,70
93 481 9,80
94 242 10,90
Moyenne 12,55 12,29 12,86 11,38 9,30 8,80
Ecart type 1,54 1,43 1,13 0,89 0,99 0,99
MBB
N°animal Jo Ja Jsg Jis Jo1 J3o
98 089 10,80 11,10 10,20 8,90 10,00 9,20
98 009 9,40 10,00 10,40 9,40 9,80 9,90
98 012 12,70 12,70 13,30 12,50 12,30 11,00
98 064 12,60 11,20 12,60 10,90 10,70
98 102 13,40 12,90 13,00 12,10 11,70
98 075 13,30 12,80 12,50 11,50
98 010 13,70 12,40 13,30 11,50
98 005 11,50 10,70 11,60 9,50
98 006 12,60 13,10 11,80
98 053 10,90 11,80 11,60
98 097 13,50 13,00 13,00
98 017 10,10 10,60 10,90
98 013 11,60 12,30
98 111 12,80 12,50
98 060 12,80
98 021 13,50
Moyenne 12,20 11,94 12,02 10,79 10,90 10,03
Ecart type 1,32 1,03 1,10 1,35 1,08 0,91




Annexe VIII : Cinétique du taux de réticulocytes (%)

Lacaune
N°animal Jo Ja Js Jis J21 NED)
91611 0,12 0,09 0,12 0,10 0,11 0,13
91 182 0,06 0,04 0,11 0,06 0,30 2,00
91741 0,07 0,12 0,11 0,13 0,36
93 482 0,14 0,13 0,11 0,11 0,64
91 071 0,08 0,09 0,09 0,09
92 441 0,13 0,11 0,09 0,08
92 981 0,04 0,07 0,06
93071 0,09 0,09 0,12
91181 0,07 0,07
91 381 0,08 0,08
93 481 0,11
94 242 0,07
Moyenne 0,09 0,09 0,10 0,10 0,35 1,07
Ecart type 0,03 0,03 0,02 0,02 0,22 1,32
MBB
N°animal Jo Ja Jsg Jis Jo1 J3o
98 089 0,59 0,79 0,69 0,53 0,63 0,66
98 009 0,12 0,14 0,09 0,12 0,08 0,12
98 012 0,15 0,21 0,16 0,20 0,12 0,21
98 064 0,34 0,36 0,36 0,40 0,62
98 102 0,08 0,06 0,07 0,12 0,18
98 075 0,09 0,10 0,11 0,13
98 010 0,09 0,12 0,08 0,09
98 005 0,09 0,06 0,05 0,08
98 006 0,77 0,62 0,59
98 053 0,11 0,11 0,13
98 097 0,55 0,44 0,62
98 017 0,20 0,15 0,32
98 013 0,17 0,12
98 111 0,20 0,25
98 060 0,12
98 021 0,51
Moyenne 0,26 0,25 0,27 0,21 0,33 0,33
Ecart type 0,22 0,22 0,24 0,17 0,28 0,29




Annexe IX

Dosage des protéines dans le mucus de raclage (pg/mL)

Date LACAUNE Date MBB
N°animal [Mg/mL] N°animal ﬂug/mL]

Jo 93 481 484 ] 98 021 466

94 242 461 0 98 060 395

J4 91181 494 ] 98 013 408

91 381 525 4 98 111 538

Js 92 981 902 98 053 1237

93 071 589 ] 98 006 708

Jis 91071 471 8 98 017 677

92 441 615 98 097 692

I 93 482 493 98 075 649

91741 532 Jis 98 010 489

Jao 91 611 491 98 005 561

91182 436 ] 98 102 534

21 98 064 463

98 089 572

J3o 98 009 615

98 012 546




Annexe X

Comptage des éosinophiles



Animal

Total sur 5 champs (Fundus)

Total sur 5 champs (I’rmédiaire)

Total sur 5 champs (Pylore)

Date | Race Lamina Intra- Lamina Intra- Lamina Intra-
S/muqueuse : e S/muqueuse . 2 S/muqueuse . ey
propria épithéliale propria épithéliale propria épithéliale
93481 04 00 00 00 01 00 00 01 00
L 94242 00 01 00 00 00 00 00 00 01
Moyenne+ Ecart type 2 +2,83 0.5+0.71 00 00 + 00 0.5+0.71 00 £ 00 00 + 00 0.5+0.71 05+0.71
Jo
98060 00 00 00 01 03 00 00 00 01
BB 98021 02 01 00 00 00 00 00 00 0o
Moyenne+ Ecart type 1+1.41 0.5+0.71 0+0 0.5+0.71 1.5+2.12 00 + 00 00 + 00 00 + 00 0.5%0.71
91181 00 01 00 00 12 00 00 01 00
L 91381 01 00 02 00 01 00 17 19 05
Moyenne Ecart type 0.5%0.71 0.5+0.71 0.5%1.41 00+ 00 6.5%7.78 00+ 00 8.5+12.02 10+12.73 25:3.53
. 98111 14 20 04 97 82 08 01 02 02
BB 98013 01 03 00 00 00 00 02 02 o
Moyenne+ Ecart type 7.5+9.19 11.5 +12.02 2+2.83 48.5 + 68.59 41 +57.98 4+5.66 1.5+0.71 2+00 g
92981 18 28 01 15 92 16 00 12 06
L 93071 02 16 05 05 65 08 00 00 0o
Moyenne+ Ecart type 10+11.31 22+8.48 3+2.83 10+7.07 78.5+19.09 12 £ 5.66 0+0 6+8.48 HELE
3 98097 214 169 04 142 87 13 11 23 18
’ 98017 18 97 09 61 122 05 01 10 06
98053 145 90 05 50 121 09 26 41 16
BB
98006 35 32 03 52 51 01 05 12 02
Moyenne+ Ecart type 103 + 92.98 97 +56.15 5.25 +2.63 76.25 + 44.09 95.25 + 33.69 7+5.16 10.25 + 10.96 21.5 +14.20 10.5+7.42
91071 42 34 15 43 39 00 08 18 20




L 92441 14 27 13 18 82 04 126 208 143
Moyennet Ecart type 28+19.8 30.5 +4.95 14+1.41 30.5+17.68 60.5 +30.40 2+2.83 67 +83.44 113 +134.35 SLoEES6.07
98075 48 66 10 26 33 01 126 117 79
98010 102 86 26 191 117 01 175 103 75
BB 98005 89 24 15 102 77 01 78 67 20
Moyenne+ Ecart type 79.66 + 28.18 58.66 + 31.64 17 £8.18 106.33 + 82.58 75.66 +42.01 1+0 126.33 +48.50 95.66 + 25.79 58132.97
91441 01 20 01 00 01 00 07 09 14
93482 49 73 06 70 52 09 34 31 15
Moyennet Ecart type 25 +33.94 46.5 +37.48 3.5+3.53 35+49.5 26.5 +36.06 4.5+6.36 20.5+19.1 20 +15.56 KHDEOAL
Ja1
98102 154 85 03 123 73 10 320 46 51
BB 98064 98 111 03 77 44 04 138 73 82
Moyennet Ecart type 126 +39.6 196 + 18.38 3+0 100 +32.53 58.5 +20.51 7+4.24 229 +128.69 59.5+19.1 CLDEIRE
91611 50 36 03 13 01 01 04 06 03
L 91182 01 02 00 04 02 00 18 01 ol
Moyenne+ Ecart type 25.5 +34.65 19 £24.04 1.5+£2.12 8.5+6.36 1.5+0.71 0.5+0.71 11+9.9 3.5+3.53 21141
J30 98089 110 58 07 21 16 00 32 a7 04
98009 129 62 03 138 07 01 66 14 08
BB
98012 81 29 02 31 11 00 96 15 09
Moyennet Ecart type 106.66 + 24.17 49.66 * 18.01 4+2.64 63.33 £ 64.86 11.33 +4.51 0.33 £ 0.58 64.66 * 32.02 25.33 +18.77 742.64




Annexe Xl

Technigue de Western blot adaptée
(Haemonchus contortys

1. Matériels et Réactifs

Observati®

Pipettes

Peigne

Agitateur magnétique
Plaques de verre, spacers
Appareil & western blot
générateur

Scellage a chaud des sacs plastiques
Bécher gradué

Sacs plastiques

Papier buvard

Eponge

Membrane de PVDF
Balance

Matériel

Antigéne Voir le protocole

Acrylamide 40%

H,0 distillée

Tampon d’échantillon
Tampon Tris pH 8.8
Tampon Tris pH 6.8
Tampon d’électrophorese
Tampon de Transfert
SDS

APS 10%

Réactifs| TEMED

Isobutanol

Marqueur de masses moléculaires
PBS

PBS Tween

Méthanol

Lait écrémé (Régilait®)




2.1.

2. Méthodes

Préparation des échantillons (antigénes)

-Apres l'autopsie, des échantillons de mucus abaladde quantité approximativement simillaire)
ont été prélevés a l'aide d’'une lame de bistoumnet directement dans le PBS (4 ml)

- Centrifugation12000 rpm pendant 30 mn ;

- Récupération de surnageant et conservation &G20squ’a I'analyse.

- Si on veut utiliser 'échantillon directementireaune dilution de 1 /2 avec le tampon de
I'échantillon (Tri-Hcl, pH 6.8, Glycerol, SDS, Braphenol Blue) et bouillir le tout & 90°C pendant
15 mn.

2.2. Préparation des gels

- Sortir tous les réactifs a Température ambiante ;

- Installation des plaques : . Poser la petiteysaspr la grande

. Fixemsemble sur le support

2.2.1. Préparation du 1° gel (12 % d’Acrylamide) (gel de migration)

Dans un flacon 50, préparer comme suit, dansréord

Ordre Solution Role et mode d’emploi OUEI
1 gel ... gels
1 | HyO distillée 2,175 ml
2 | Acrylamide 40% Mailles du gel, Mélanger doucement ,5 ril
3 ;’aémpon Tris pH Garder le méme pH 1,25 ml
4 | SDS Recouvre la protéine de chafge 50 ul
Initialise la polymérisation
5 | APS 10% Attention polymérisation commence 25 ul
APS a ajouter avant TEMED
6 | TEMED Acceélére la vitesse de polymérisation 2,5 ul
Volume Total 5 mi

- Couler doucement le gel entre les plaques eantd pompette contre un bord ;

- Arréter le niveau du gel au trait vu a travesspiaques ;

- Déposer 250 ul d’lsobutanol au-dessus du gelr(paiter le contact avec l'air) ;

- Vérifier la stabilité avec le niveau a bulle ;

- Laisser reposer 1h a température ambiante (20GR5

2.2.2. Préparation du 2™ gel (4 %) (gel de concentration)

- Vider I'lsobutanol et rincer 3 fois a I'eau disie ;

- Essuyer avec un papier buvard sans toucher lg gel



- Préparer le Sme gel selon la composition et I'ordre suivants :

Ordre Solution Réle et mode d’emploi Quantite
1 gel ... gels
1 | HyO distillée 1,55 ml
2 | Acrylamide 40% Mélanger doucement 0,25 ml
3 g%mpon Tris pH Garder le méme pH 0,63 ml
4 | SDS Recouvre la protéine de chafge 25 ul
Initialise la polymérisation
5 | APS 10% Attention polymérisation commence 12,5 pl
APS a ajouter avant TEMED
6 | TEMED Accéléere la vitesse de polymérisation 2,5 pl
Volume Total 2,47 ml

- Couler le second gel ;

- Poser le peigne immeédiatement en commencantrigaextrémité, les dents du peigne viennent 1
a 1 avec le gel pour éviter les bulle ;

- Le haut du peigne, 1mm, doit étre immergé damgelgour éviter contact avec air ;
- Laisser polymériser 30 minutes (maximum) ;
- Enlever le peigne — Laver 3 fois a I'eau diséll€ Eponger avec papier absorbant ;

- Si on utilise le gel le lendemain, remplir de pom Tris pH 6.8, et mettre au frigo, le tout
recouvert de papier Alu.

2.3. Electrophorése
- Sortir le gel du frigidaire ;
- Laver 3 fois a I'eau distillée ;
- Eponger avec un papier buvard ;
- Préparer le tampon d’électrophorese (migrationf2100 ml du 10X dans 900 ml d’eau distillée).
2.3.1. Dépbt des échantillons
- Le marqueur est déposé dans le premier puitsamaie 5ul ;
- Dépébt 20 pl d’antigéne (I'échantillon préparénhsgl@haque puit ;
2.3.2. Migration de l'antigene
120 volts 2 h.



2.4. Electrotransfert
Traitement de la Membrane de PVDF (1 par gel):

. Tremper 15 secondes dans du méthanol (une p3r un
. Rincer 1 a 2 minutes a 'ED ;
. Tremper 5 minutes dans le tampon de transféfi (@ de Méthanol, 100 ml Tampon
10X, 700 ml HO distillée).
Faire tremper dans le tampon de transfert pendanti@utes les éléments suivants :

- Papier buvard (2 par gel) ;
- Eponge (2 par gel) ;

Réaliser I'empilement des différents éléments diandre suivant :

- Support noir posé sur la paillasse ;

- Eponge;

- Papier buvard ;

- Gel de migration (enlever le gel de concentration)
. Séparer doucement les deux plagukside d’'un espaceur,
. Enlever le gel de concentration,
. Décoller doucement le gel de migrat I'aide d’'une spatule en mettant de I'eau

ou de Tampon de transfert,

- Membrane PVDF (éviter la formation de bulles d’air)

- Papier buvard ;

- Eponge;

- Support transparent

Déposer les cassettes dans la cuve a transfegtrfootde cassette vers coté noir du support) ;
Remplir le compartiment blanc de glacons ;

Remplir la cuve de tampon de transfert ;

Brancher le générateur (250 mA pour deux gels);

Transfert 40 minutes ;

Arréter le générateur en débranchant tous lesitsrat récupérer le (s) membrane (s) :

- Laver 2 fois en PBS Tween 10 minutes ;
- Laver 2 fois en PBS seul 10 minutes.

Laisser le (s) membrane (s) séchée (s)

NB (1) : On peut, juste apres le transfert, colorer la mramdavec un colorant spécifique
des protéines, comme par exemple le bleu de Com#&3site opération va permettre de se rendre
compte si I'électrophorése et le transfert se lsiemt passés.

NB (2) :Si on utilise le (s) membrane (s) le lendemaimseover au congélateur dans un
(des) sac (s) plastique (s) hermétiquement scgd)é&e chaud pour éviter que I'lhumidité du

congélateur ne le (s) détériore.



2.5. Immunodétection

Sortir le (s) membrane (s) du congélateur ;
Laver le (s) membrane (s) avec du PBS T + laigr@ér5 % pendant 30 minutes ;
Retirer le PBS T + lait écrémé 5 % et dépdsaticorps primaire (anti- GAL15) dilué avec PBS T
et lait écréemé 5 % (1/50) pendant 90 minutes swagitateur a Température ambiante ;
Laver le (s) membrane (s) 3 fois, 5 minutes awePH@S T;
Déposer le conjugué dilué dans le PBS Tween (1/50);
Incuber pendant 1 h a température ambiante sagiateur ;
Laver le (s) membrane (s) 4 fois 5 minutes da*B8 Tween ;
Pendant les lavages, préparer le substrat : Réuél@IORAD ref : 8235)
- Préparer 1 Vol Opti-4CN diluent concentrate av&odd’H20 distillée : Solution O
- Pour 10 ml de Solution O, additionner 0,2 ml d’©pTN substrate et bien homogénéiser :
la solution obtenu doit étre opaque : Solutioné&elation
Retirer la (les) membrane (s) du PBS T et verselasfles) membrane (s), la solution de
révélation ;
Laisser incuber 15 min sous agitation douce, jigsbpparition de la coloration de l'intensité
deésiré ;

Jeter la Solution de Révélation et rincer la mem&reb min dans de I'eau



Migration des protéines et Coloration
par le bleu de Coomassie

Révélation par Western Blot
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Bleu de Coomassi

Annexe XllI

Marqueur
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98021
98060
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Western Blot

Annexe XllI
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98010 ——»
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Résumé

L’extension de la résistance des nématodes gadtstinaux aux anthelminthiques représente un
réel probleme et rend urgente la recherche deigontutilternatives comme la sélection d’animaux
résistants. Toutefois, la méconnaissance des nsfgaside la réponse immunitaire des ovins contre
ces strongles reste un obstacle a son développenentétudes expérimentales avaient pour but
d’évaluer la cinétigue comparée de la présence geotgine galectine 15 (ovGal-15) impliquée
probablement dans la réponse immunitaire innée deszanimaux de race résistante (Martinik
Black Belly) ou de race sensible (Lacaune) au cdiuse primo-infestation pas. contortus De
plus, les populations parasitaires et certainsrpatiees physiopathologiques ont été analysés chez
ces animaux. Sur 28 agneaux primo-infestés (12Urexat 16 Black Belly), on a démontré pour la
premiere fois la présence de la protéine Gal-15lpaechnique de Western Blot dans le mucus
abomasal chez ces animaux avec une intensitémpjusriante chez les MBB que chez les Lacaune
(2 k et a Js5). La mesure des autres parametres parasitologiguiesnsité d’excrétion d’'oeufs,
charge parasitaire...) et physiopathologiques (épsitie sanguine et tissulaire, hématocrite...) a
indiqué tres clairement que les agneaux de race M&R plus résistants k. contortusque les
agneaux de race Lacaune.

Mots clés :
Résistance ; Réponse immunitaireHlaemonchus contortysMartinik Black Belly ; Lacaune ;
Galectine 15, parametres parasitologiques, physitygse.

Abstract

The widespread of anthelmintic resistance in gag#stinal nematodes is a major issue and needs
to be solved by alternative solutions such as setecf animals genetically resistant to the
strongyles. However, mechanism of immune respomshéep remains badly understood against
these worms. Our experimental aim is to compareitinetics of the galectin 15 protein (ovGal-15)
probably involved in the innate immune responséhefresistant breed (Martinik Black Belly) and
the susceptible breed (Lacaune) during the coufsa primary infection by H. contortus. In
addition, the parasite populations and some phygichl parameters were analyzed. For the first
time, we demonstrated the presence of the protairl& by the Western blot technique in the
abomasal mucus in the 28 first-infected lambs (d2aune and 16 Black Belly) with a greater
intensity in MBB than in Lacaune (at D8 and D15jh€& parasitological and pathophysiological
parameters (intensity of excretion egg, worm buy@asinophilia, hematocrit ...) clearly indicated
that the MBB lambs are more resistant to H. coosothat Lacaune lambs..

Keywords:
Resistance; Immune responbiemonchus contortuMartinik Black Belly; Lacaune; Galectin 15,
parasitological parameters, physiopatology.




