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INTRODUCTION

Le colostrum est constitué des sécrétions accumulées dans la mamelle
pendant les dernieres semaines de gestation , enrichi en immunoglobulines
transsudées du sang vers les alvéoles mammaires. Le colostrum procure au
nouveau-né l'énergie requise pour sa thermorégulation, les premiers nutriments
nécessaires a sa croissance et une grande quantité d’immunoglobulines, de
leucocytes et différents facteurs antimicrobiens non spécifiques indispensables a sa
protection.

Chez les ovins, la placentation syndesmochoriale est imperméable aux
immunoglobulines maternelles. Les agneaux naissent donc agammaglobulinémiques
et le transfert de I'immunité maternelle  nécessite I'absorption de colostrum dans
les premieres heures de vie. Les immunoglobulines absorbées par I'agneau sont
transportées dans des vésicules de pinocytose de la bordure en brosse vers la
membrane basale de I'épithélium intestinal et rejoignent la circulation générale du
nouveau-né par voie lymphatique puis veineuse. Cependant, autant le transfert des
immunoglobulines dans le colostrum de la mere que la perméabilité de I'épithélium
intestinal du nouveau-né sont transitoires et diminuent brutalement dans les 48
heures apres la naissance. Le transfert de I'immunité passive requiert donc
'absorption d’'un colostrum de qualité, en quantité suffisante, dans les premiéres
heures de vie.

En élevage ovin, un défaut de transfert de 'immunité passive est un facteur
majeur d'augmentation du risque de morbidité et/ou de mortalité et influence
fortement la survie précoce et les performances futures des agneaux. Il dépend de la
qguantité et de la qualité du colostrum produit par la brebis et bu par le
nouveau-né, ainsi que du délai entre la naissance e t la premiere prise
colostrale .

Peu d'études ont été réalisées dans I'espece ovine. Elles ont toutefois mis en
exergue une variabilité importante de la quantité et de la qualité du colostrum de
brebis. L’identification des facteurs de variation repose sur une connaissance fine
des mécanismes cellulaires et moléculaires de la colostrogénese et de sa
régulation endocrinienne et génétigue  afin de cibler les potentiels éléments de
maitrise de la qualité et de la quantité du colostr  um. L’essentiel des données de
la littérature est issu de I'espéce bovine.

Dans cet objectif, afin d’évaluer la qualité du colostrum, il est nécessaire de
disposer d’outils de mesure fiables, répétables et utilisables au pied de I'animal.
Dans les especes bovine, porcine et équine, la concentration en immunoglobulines
colostrales est estimée indirectement par deux méthodes : la réfractométrie et le
pése colostrum . Les valeurs intrinseques des ces deux méthodes d’analyses ont
été estimées chez les bovins mais restent non évaluées chez les ovins

De nouvelles perspectives de sélection  permettant a terme de diminuer la
mortalité des agneaux ont ouvert la voie de la recherche d’un schéma de sélection
génétique des brebis sur la qualité et la quantité de leur colost  rum. Des études
de calcul de I'héritabilité de la masse totale d'immunoglobulines G1 colostrales,
estimée a 0,45 par HALLIDAY (1978), ont nourri I'espoir d’'une sélection des brebis
sur ce caractere.

17



La sélection génomique repose sur lidentification de mutations
nucléotidigues ou SNP  (Single nucleotide polymorphism). Or, les effecteurs
immunitaires du colostrum sont essentiellement les immunoglobulines, notamment
l'isotype G1 (IgG1l) qui représente environ 80 a 90 % des IgG, soit 85 a 90 % des
immunoglobulines totales. Les IgG1 sont transsudées dans des vésicules du sang
vers l'alvéole mammaire par le FCRn, un récepteur spécifique exprimé a la surface
basolatérale des cellules épithéliales mammaires. Ce FcRn est un hétérodimere
codé par deux genes : le gene FCGRT qui code pour la partie membranaire
(homologue de la chaine alpha du complexe majeur d’histocompatibilité de type I) ;
et le gene B2m qui code pour la partie cytoplasmique (beta-2-microglobuline).
Plusieurs études menées chez les bovins par LAEGRIED et al. (2002), ZHANG et al.
(2009), CLAWSON et al. (2004) et ZHAO et al. (2011) ont identifié plusieurs SNP
corrélés a une différence de quantité et de qualité du colostrum .

Compte-tenu de ces résultats, I'objectif de sélectionner les brebis sur la
quantité et la qualité de leur colostrum  a motivé ces travaux de recherche. Dans
le cadre de la convention interrégionale du Massif Central, le CORAM (collectif des
races des massifs) en collaboration avec 'UMT Santé des Troupeaux de Petits
Ruminants, a déposé un projet de recherche auprés du DEGERAM (développement
de la génomique des races locales des massifs), animé par le centre de sélection
UPRA Blanc du Massif Central de FEDATEST.

(1) Le premier objectif de notre étude était d’évaluer les performances
intrinséques de la réfractométrie et du pése colost rum pour I'évaluation
indirecte de la concentration en immunoglobulines G du colostrum .

(2) Le second obijectif était d’évaluer la production colostrale et d’en évaluer
la variabilité interindividuelle

Notre étude repose sur deux hypotheses pour expliquer cette variabilité chez
la brebis : elle est due, soit & une difféerence de profils endocriniens pendant la
colostrogénese ; soit, a une variation génétique de la capacité de transport des IgG a
travers I'épithélium mammaire.

(3) C’est pourquoi, nous avons évalué les cinétigues des concentrations
sériques de progestérone, du cortisol et de la prol actine afin de confirmer ou
d’infirmer I'hypothése d’'un déterminisme endocrinien de la variabilité de la production
colostrale.

Enfin, notre étude offre la perspective de séquencer les genes qui codent

pour le FcRn (FCGRT et B2m) et de corréler les différents SNP a la quantité
d’lgG colostrales.
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1.

COMPOSITION DU COLOSTRUM

1.1. Composition de base

Le colostrum de brebis est trés riche en protéines , relié a un extrait sec et
une densité bien plus élevés que le lait. La composition moyenne du colostrum de
brebis est donnée dans le tableau 1. Ces concentrations moyennes sont cependant
discutables car les variations interindividuelles et liées au moment de la traite
(premiére traite versus les jours suivants) sont tres importantes.

Matiéres Matiéres . . Matiéres
Lactose Caséines Immunoglobulines

grasses protéines minérales
g/’ll_‘;s"“m 70-160  100-200  30-40 30-35 30-180 8-10
Lait (g/L) 70-75 55-60 45-55 4550 0,5-1 8-10
Rapport 11,5 2.4 0,8 0,8 50-200 1

Colostrum/Lait

Tableau 1 : Composition moyenne du colostrum et du lait de brebis. [Sources multiples]

Le colostrum dispense une grande quantité d’énergie aux agneaux, grace a sa
plus forte teneur en matiére grasse , participant ainsi a la thermorégulation du
nouveau-ne.

Le colostrum couvre largement les besoins de l'agneau en minéraux, en
calcium, en phosphore, en magnésium, en sodium, en potassium et en zinc. Les
apports colostraux en fer, cuivre et manganése sont insuffisants mais le statut
minéral du nouveau-né n’en dépend pas totalement, puisque ces minéraux
traversent le placenta syndesmochorial. Le colostrum est trés riche en vitamines
liposolubles (A, D et E).

1.2. Composition en immunoglobulines

Les immunoglobulines sont les composants essentiels au transfert de
'immunité passive dans le colostrum et le lait. Les concentrations en
immunoglobulines G (IgG) dans le colostrum sont 10 a 40 fois supérieures aux
concentrations sériques maternelles. Contrairement a celui de 'homme, le colostrum
de bovin est particulierement riche en isotype G1 (IgG1) : il contient 40 a 50 mg/mL
d’'lgG1 soit environ 80% de la quantité totale d'immunoglobulines et seulement 4
mg/mL d’'IgG2, alors que leurs concentrations plasmatiques sont trés proches,
environ 10 mg/mL. Les concentrations en IgG dans le lait représentent moins de 1 %
des concentrations colostrales (respectivement 0,59 et 0,02 mg/ml d’'lgG1 et d’lgG2)
[BUTLER et HOWARD, 1973 ; STELWAGEN et al., 2009] [Tableau 2].

Concentration, mg/mL % immunoglobulines totales

Espéces Immunoglobulines Colostrum Lait Colostrum Lait
Bovins lgG1 47,60 0,59 81,0 73,0
lgG2 2,90 0,02 50 25
IgA 3,90 0,14 7,0 18,0
IgM 4,20 0,05 7,0 6,5
Homme 19G 0,43 0,04 2,0 3,0
IgA 17,35 1,00 90,0 87,0
IgM 1,59 0,10 8,0 10,0

Tableau 2 : Composition en immunoglobulines du colostrum et du lait des bovins et de 'homme.
[BUTLER et HOWARD, 1973]
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Les concentrations colostrales et sériques des différents isotypes
d'immunoglobulines ainsi que le ratio des concentrations colostrales/sériques
mesurées chez la brebis sont données dans le tableau 3. Dans le colostrum de
brebis, les IgG1 sont les plus abondantes (93,79 % ; 516389/550565). Les 1gG2, IgA,
IgM et IgE ne représentent respectivement que 5,96 %, 0,10 %, 0,08 % et 0,07 %. Le
ratio des concentrations colostrales/(colostrales et plasmatiques) montre une
accumulation décroissante des IgG1, puis IgA, IgM, puis IgE et enfin IgG2 dans le
colostrum [HINE et al., 2010].

titre en immunoglobulines mesurées au cours de la c olostrogénése
(prélevement 12h post partum )

Isotypes ratio colostrum/plasma **
colostrum * plasma *
LUR1) 0.2 0.4 .6 0.5 1.0

IgG1 516 389 (44 965) 61077 (5 424) =
IgG2 32 790 (4 781) 179 741 (17 855) = b
IgA 573 (66) 66 (7) La
IgM 437 (73) 221 (25) he
IgE 376 (42) 82 (11) hd

Tableau 3: Titres des différents isotypes dimmunoglobulines colostrales et ratio colostrum/plasma
mesurées par ELISA chez la brebis pendant la colostrogénese (12h post partum) (n=24). [HINE et al.,
2010]

* titre moyen d’lg (+/- écart-type)
** ratio colostrum/plasma = titre d’lgG dans les sécrétions mammaires/ (titre d’'lgG dans les sécrétions
mammaires + titre d’IgG dans le plasma) pour chaque isotype

La composition en immunoglobulines du colostrum produit par hémi-mamelle
ne présente pas de difference significative (n=21, P>0,2) [SHUBBER et DOXEY,
1978]. HALLIDAY (1978) a estimé que la corrélation entre les quantités d’lgG1l
produites par hémi-mamelle est de 0,891 (P<0,001).

1.3. Composition en leucocytes et autres facteurs a  ntimicrobiens non
spécifiques

Outre des immunoglobulines, d’autres facteurs immunitaires non
spécifiques sont retrouvés dans le colostrum: neutrophiles, macrophages,
composant sécrétoire SC, complément, oligosaccharides, gangliosides, protéines de
la phase aigué de l'inflammation, cytokines anti ou pro-inflammatoires, ribonucléases
et des protéines a activité antimicrobienne directe. La plupart de ces composants
provient de cellules spécialisées qui transitent dans la glande mammaire. Par
exemple, des neutrophiles et des macrophages infiltrent le parenchyme mammaire
pour phagocyter directement des bactéries mais aussi pour synthétiser localement
de nombreuses cytokines, radicaux oxygénés et peptides antimicrobiens qui se
retrouvent ensuite dans le colostrum. Les cellules épithéliales mammaires
synthétisent également des facteurs antimicrobiens non spécifiques
transferrines, B-défensine et des protéines capables de fixer les lipopolysaccharides
[REITER, 1978 ; STELWAGEN et al., 2009].

Les leucocytes colostraux traversent I'épithélium intestinal pour passer dans le
sang du nouveau-né, grace a des récepteurs cellulaires LFA-1 (CD11a), CD 43 et L-
sélectine (CD62L) [REBER et al., 2006].
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Dans l'objectif de cibler les potentiels éléments de maitrise de la quantité et
de la qualité du colostrum , une connaissance fine des mécanismes cellulaires et
moléculaires de la colostrogénése et de sa régulation endocrinienne et
génétique est indispensable.

2. COLOSTROGENESE

La colostrogénese n’a fait I'objet que de trés peu d’études chez la brebis
c’est pourquoi I'essentiel des données de la littérature a été issu des espéces bovine

et porcine.

Chronologiquement, la colostrogéneése se scinde en deux phases, suivant
des mécanismes différents [Figure 1] [DEVILLERS et al., 2006] :

. d’une

part, les composants sériques sont préleves et transférés pour

s’accumuler dans la glande mammaire  selon deux voies :

le passage trans-cellulaire (transcytose ): concerne les
immunoglobulines plasmatiques et de nombreux facteurs de
croissance et hormones ;

le passage para-cellulaire : permet la translocation de
leucocytes et de quelques immunoglobulines.

. d’autre part, une phase sécrétoire permet 'augmentation du volume
de colostrum produit et la dilution des constituants sériques transsudeés.
Les protéines et la matiere grasse colostrales suivent deux voies différentes :

'exocytose ;
la sécrétion des gouttelettes lipidiques

immunoglobulines proféines lobul immunoglobulines
' ’ globule Gkt
facreurs de croissance lactose I'_’ . clectrolyles
ipidigque .
hormenes électrolytes pidiy cellules immunitaires

mitochondrie __ |

jonction
selTee

vésicule de

secretion

réticulum
endoplasmique

lumigre de Pahvéole
‘ MATTAITE

gountelene
lipidique

apparcil
de Golgi

— noyayu

R ) lame basale

b =
r/’ﬁi'.-sscﬁ'ﬂ"x
sanguin
el g

==

tissu conjonctiv et
cellules myvoépithiéliales

Figure 1 : Structure d'une cellule épithéliale mammaire et mécanismes de sécrétion des constituants
du colostrum chez la truie. [DEVILLERS et al., 2006]
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1- Exocytose

2- Sécrétion des gouttelettes lipidiques
3- Voie trans-cellulaire

4- Voie para-cellulaire.

Les voies de sécrétion (exocytose des protéines et sécrétion des gouttelettes
lipidiques) sont les mémes en phases colostrale et lactée, alors que les voies trans-
cellulaire et para-cellulaire  sont spécifiques de la colostrogénese

2.1. Transsudation et translocation des Ig maternel  les

La quasi-totalité des 1gG, 50 a 70 % des IgM et 50% des IgA sont
directement filtrées a partir du sérum [NEWBY et BOURNE, 1977]. Le reste,
moins de 5% des IgG, 50% des IgA et 30 a 50% des IgM sont synthétisées
localement par les plasmocytes présents dans la glande mammaire [LARSON et al.,
1980].

L'épithélium glandulaire de la mamelle forme une barriere entre le
compartiment vasculaire et la lumiére alvéolaire. Les cellules épithéliales mammaires
sont liées entre elles par des jonctions serrées qui permettent le passage d’ions, de
petites molécules, de peptides et de lipides.

Les ratios décroissants des concentrations colostrales/(colostrales et
plasmatiques) des différents isotypes d’lg indiquent un transfert préférentiel des
IgG1, des IgA, des IgE et des IgM. La différence entre isotypes peut résulter :

- soit d’'une différence de filtration a travers I'endothélium vasculaire due, par
exemple, a une différence de taille des molécules ;

- soit d’'une difféerence de synthese locale d’'lg par les plasmocytes dans le
parenchyme mammaire ;

- soit d’'une différence d’expression de récepteurs spécifiques d’'un isotype d’lg ;

- soit d’'une différence d’affinité du ligand pour son récepteur, dans le cas des

IgM et des IgA qui partagent le méme récepteur ;

- soit, dans le cas d’lg qui ne traversent pas la cellule épithéliale mammaire,
d’'une différence de migration des plasmocytes entre les cellules épithéliales
mammaires.

Une faible partie des immunoglobulines cheminerait du sang jusqu’a la
lumiére alvéolaire entre les cellules épithéliales mammaires, en passant par les
jonctions serrées (voie para-cellulaire) [LACY-HULBERT et al., 1999]. Mais, la
majorité des immunoglobulines est transférée selon un transport trans-cellulaire
sélectif , mettant en jeu des récepteurs spécifigues a la surface des cellules
épithéliales mammaires.

Organisées en acini, les cellules épithéliales mammaires sont polarisées : la
surface au contact de I'endothélium vasculaire forme le pb6le basal alors que la
surface qui délimite la lumiéere constitue le pdle apical . Les pdles basal et apical sont
liés par un réseau de vésicules de transport intracellulaires qui assurent la
transsudation et la translocation  des molécules du sang vers le colostrum. Ce
transfert moléculaire trans-cellulaire, appelé transcytose , est permis par des
récepteurs transmembranaires  qui fixent une molécule spécifique (IgG1, IgA, IgM
et IgE), l'internalise dans une vésicule cytoplasmique qui traverse la cellule jusqu’au
pole apical.
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Chez la vache, le transfert des immunoglobulines sériques débute plusieurs
semaines avant la mise bas , est maximal 1 a 3 jours avant la parturition et cesse
brutalement 2 jours post-partum [SASAKI et al., 1976].

2.1.1. Fc récepteur néonatal (FcRn) : transfert des IgG

Des concentrations colostrales en IgG1l tres supérieures aux concentrations
plasmatiques en IgGl et aux concentrations colostrales en 1gG2 suggérent un
mécanisme de transport membranaire sélectif des 1gG1.

La présence de récepteurs de forte affinité pour les IgG1 a été suggérée par
BRAMBEL et al. (1958) et SASAKI et al. (1977). HAMMER et MOSSMANN (1978)
ont établi I'existence de récepteurs des fragments Fc des IgGl (IgG1l-Fc) sur
I'épithélium acinaire de la glande mammaire de la vache au cours de la
colostrogénése (10 jours prépartum). Les complexes IgG1l-Fc ont été détectés par
immunohistochimie. Les IgG1 se fixent sur leurs récepteurs spécifiques en phase
colostrale mais non en cours de lactation. Les IgG2, IgM et IgA ne se fixent pas sur
ces mémes récepteurs a la surface des cellules épithéliales mammaires. Ces
observations suggerent donc le rble des récepteurs IgGl-Fc dans le transport
spécifique des IgG1 du plasma vers le colostrum.

BARRINGTON et al. (1997) ont confirmé ces résultats en mettant en évidence
I'expression de récepteurs spécifiques a IgG1 a la surface des cellules épithéliales
mammaires des bovins par immunohistochimie a partir de biopsies mammaires
réalisées sur 12 Prim’Holsteins. Les récepteurs spécifiqgues des IgG1 sont exprimés
au pole apical des cellules alvéolaires mammaires pendant la colostrogénese alors
qu'ils disparaissent dans la mamelle en lactation. Les 1gG2 ne présentent de
récepteurs spécifiques ni pendant la colostrogénéese, ni pendant la lactation.

Ce transfert sélectif des IgG1l fait donc intervenir un récepteur
spécifique appelé le récepteur néonatal Fc  ou FcRn (ou récepteur de Brambel).

Les récepteurs FCR sont des molécules a la surface des membranes
cellulaires qui fixent le fragment Fc des immunoglobulines. Chaque FcR reconnait un
isotype ou quelques isotypes d'immunoglobulines de structures trés proches. On
peut distinguer deux classes de FcR: une classe de FcR, présents a la surface des
cellules effectrices, entrainent différentes réponses biologiques apres fixation d’'un
immun-complexe (FcY pour les IgG, Fce pour les IgE et le Fca pour les IgA) ; l'autre
classe de FcR est responsable du transport des immunoglobulines a travers les
barriéres épithéliales (FCRn et le récepteur poly IgA (plgR)) [RAVETCH, 1997].

Le FcRn a été identifié initialement chez le rat : il permet le transport trans-
épithélial des immunoglobulines maternelles a travers la barriére intestinale du
nouveau-né [RODEWALD, 1976 ; SIMISTER et REES, 1985]. Localisé dans la
bordure en brosse des entérocytes chez les rongeurs, ce récepteur fixe les IgG1 du
colostrum ingéré et permet leur transfert a travers les entérocytes pour les
concentrer dans le flux vasculaire du nouveau-né [RODEWALD et KRAEHENBUHL,
1984 ; HE et al., 2008]. Le FcRn a aussi été détecté dans la glande mammaire des
souris en lactation : ce qui suggére son réle dans la régulation du transfert des IgG1
dans le lait. Chez 'homme, les immunoglobulines maternelles sont transférées a
travers le placenta directement dans le sang du foetus pendant la vie intra-utérine via
le FcRn. De plus, I'expression du FcRn dans différents tissus (hépatique, rénal,
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mammaire, pulmonaire et intestinal) suggére son réle de transporteur des IgG dans
ces organes. La présence du FcRn a aussi été démontrée a la surface des cellules
endothéliales vasculaires qui protégent les IgG circulant et l'albumine de la
dégradation et augmentent significativement leur demi-vie, participant ainsi a
I’'homéostasie des concentrations sériques en IgG1 et alboumine [GUETIE et WARD,
2000 ; ANDERSON et al., 2006].

Le FcRn est un hétérodimére composé d’un homologue de la chaine alpha
du complexe majeur d’histocompatibilité de type | (CMH-1) (a1, a2, a3)
glycoprotéine membranaire (FCGRT) et de la beta-2-microglobuline  (B2m)
[KASCKOVICS, 2004] [Figure 2]. Les IgG1 se fixent au niveau des domaines CH2 et
CH3 (Cy2-Cy3) du fragment Fc sur les domaines al et a2 du FcRn (FCGRT)
[GHETIE et WARD, 2000 ; TESAR et BJORKMAN, 2010] [Figures 3 et 4].
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Figure 3 : Représentation schématique de la
structure des IgG et localisation de la liaison
entre le FcRn et les IgG. [KASCOVICS, 2004]

FcRn

Figure 2 : Représentation schématique de la
structure du FcRn. [KASCOVICS, 2004]

Figure 4 : Représentation du complexe IgG-FcRn. [TESAR, 2010]
bleu : al et a2 du FCGRT (chaines lourdes)

vert : B2m (chaine légeére)

rouge : fragment Fc de I'lgG (domaines CH2 et CH3)

Le transfert intestinal des immunoglobulines chez les ruminants est non-
spécifique, sans sélection disotype, ce qui expliqgue que le profil en
immunoglobulines sériques de Il'agneau soit semblable au profil en
immunoglobulines colostrales. Il est de trés courte durée (premiers jours de vie) ;
l'intestin devient imperméable aux immunoglobulines [LECCE et MORGAN, 1962].
Cependant, il a été clairement démontré que le FcRn est exprimé a la surface des
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cellules épithéliales des cryptes du duodénum chez les ruminants. Il permet de
recycler les IgG1l absorbées qui se retrouvent ainsi dans la lumiére intestinale,
participant aux défenses locales du tube digestif dans les premiers jours de vie
[BESSER et al., 1988 ; MAYER et al., 2002]. L’absence du FcRn dans les villosités
des entérocytes confirme que le transfert des IgG du colostrum de la lumiére
intestinale vers le sang du nouveau-né ne dépend pas du FcRn chez les ruminants.

En comparaison avec les mécanismes de transport spécifigue des IgG1l a
travers I'épithélium intestinal du nouveau-né chez le rat et 'homme, I'hypothése du
réle du FcRn dans le transfert sélectif des IgG1 colostrales chez les ruminants a été
minutieusement étudiée en péripartum.

A partir de biopsies mammaires de brebis gestantes en péripartum (a J-24, J-
10, J1, J5, J14 et J75 de l'agnelage), les ARNm codant pour les chaines alpha des
FcRn ont été recherchés par hybridation in situ. Il a été montré une forte expression
de ces ARNm dans les cellules épithéliales mammaires des acini et des canaux
excréteurs de J-24 & J14 [Figure 5] [MAYER et al., 2002].

{b} \ .

(d) -

Figure 5 : Hybridation in situ de biopsies mammaires de brebis a 5 jours post-partum. [MAYER et al.,
2002]

(a) hybridation avec les ARNm anti-sens complémentaire du FcRn (x 40)

(b) témoin : hybridation avec les ARNm sens du FcRn (méme zone de lecture) (x 40)

(c) idem (a) (x 100)

(d) idem (b) (x 100)
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Ces résultats ont été confirmés par immunohistochimie. Le cytoplasme des
cellules épithéliales mammaires des acini et des canaux excréteurs est marqué de
facon homogene avant la mise bas alors gu’'une différence significative de la
distribution des FcRn est observée en post-partum. A J1 et J5 post-partum, les FCRn
sont présents uniqguement au péle apical des cellules épithéliales [Figure 6]. Cette
différence de distribution du FcRn avant et apres la mise bas, soutient 'hypothése
gue le FcRn joue un rdle majeur dans la transsudation des immunoglobulines
sériques vers la lumiere alvéolaire

Les récepteurs FcRn apparaissent, dés [linvolution mammaire, sur la
membrane basale ou intercellulaire (pole basolatéral) des cellules épithéliales
mammaires nouvellement formées au niveau des acini. La fixation des IgG1 sur le
FcRn entraine alors la formation d’'une vésicule de transport qui traverse le
cytoplasme jusqu'au pole apical des cellules pour déverser son contenu dans la
lumiére alvéolaire [MAYER et al., 2002].

S T R NG
Figure 6 : Immunohistochimie a partir de biopsies mammaires de brebis en péripartum. [MAYER et
al., 2002]
(a) Détection forte et diffuse des FcRn dans le cytoplasme des cellules des acini et des canaux a
J-24
(b) Détection forte et diffuse des FcRn dans le cytoplasme des cellules des acini et des canaux a
J-10
(c) Détection des FcRn au péle apical des cellules épithéliales mammaires a J1
(d) Détection des FcRn au péle apical des cellules épithéliales mammaires a J5
(e) Détection des FcRn au pdle apical des cellules épithéliales mammaires a J14
(f) Localisation diffuse des FcRn dans le cytoplasme des cellules épithéliales mammaires a J 75
(g) Lumiere des acini
observations au microscope optique x 40 et x 100.
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La présence de transcriptomes de FcRn dans la mamelle aprés involution
mammaire a confirmé son réle dans le transport des IgG [KACSKOVICS, 2004].

Le role du FcRn dans laccumulation des IgG1l dans le colostrum est
également suggéré par la mise en évidence d'une corrélation entre différents
haplotypes du géne FcRn bovin (bFcRn) (chaine lourde et la béta 2-microglobuline)
chez la vache et les concentrations sériques en IgG1l chez le veau ainsi que les
concentrations colostrales en IgG1 [CLAWSON, 2004 ; LAEGREID, 2002].

Des souris transgéniques capables de surexprimer le géne codant pour la
chaine lourde et la béta 2-microglobuline du FcRn bovin (bFcRn) dans leur glande
mammaire en lactation ont montré que les concentrations en IgG augmentent dans
le sérum et dans le lait : ces observations montrent que la surexpression du bFcRn
est responsable de la protection des IgG du catabolisme et augmente leur durée de
vie dans le flux sanguin. Cependant, aucune accumulation d’'lgG1l endogénes de
souris, ni d’'lgG1 bovines injectées n’entraine une rétention des IgG1 dans le sérum
ni d’accumulation d’'lgG1l dans le lait [LU et al., 2007]. Ces résultats ont été
controversés : les divergences spécifiques de fonctions du FcRn entre les murins et
les ruminants remettent en question l'interprétation de ces observations [CERVENAK
et KACSKOVICS, 2009].

L’affinité des IgG1 pour le FcRn est pH-dépendante . Le FcRn fixe I'lgG1 a un
pH légerement acide au pdle basolatéral des cellules épithéliales mammaires. Le
complexe IgGl/FcRn traverse la cellule dans une vacuole cytoplasmique a pH
acide : les résidus d’histidine du site de fixation permettent une forte affinité entre
le FcRn et limmunoglobuline a un faible pH et protégent ainsi I'lgG de la
dégradation. L’endosome migre jusqu’au pole apical de la cellule épithéliale. L’affinité
entre I'lgG1 et le FcRn est plus faible a pH neutre : I'lgG1 est alors libérée dans la
lumiére des acini [ANDERSON et al., 2006].

La régulation intracellulaire du transfert des IgG1 du pdle basolatéral vers le
pole apical repose sur la partie cytoplasmique du FcRn (B2m) [TESAR et
BJORKMAN, 2010]. La 2m est essentielle pour I'expression du FcRn a la surface
des cellules épithéliales mammaires. En effet, en I'absence de la 2m, le FCRn reste
dans le réticulum endoplasmique [PRAETOR et HUNZIKER, 2002]. De plus, en
I'absence de la B2m, I'affinité des IgG1 pour le FcRn est plus faible [KIM et al., 2008].

La fonction de transcytose du FcRn nécessite donc I'expression des deux
genes qui codent pour ce récepteur : les genes FCGRT et 2m.

2.1.2. Polymeric Immunoglobulin Receptor (plgR) : transfert des IgA

Chez les ruminants, les IgA sériques circulent sous forme dimérique (IgA) »
ou polymérique (plgA) [SCICCHITANO et al.,, 1984]. Les IgA du colostrum des
bovins sont synthétisées par des plasmocytes résidant dans le parenchyme de la
mamelle, attirés par une production locale de chémokines [WILSON et BUTCHER,
2004]. Au contact des cellules épithéliales mammaires, les IgA dimériques (IgA), ou
polymériques (plgA) se fixent sur les récepteurs plgR (polymeric immunoglobulin
receptor) exprimés au pole basolatéral des cellules puis, traversent les cellules pour
étre déversées dans la lumiére alvéolaire [Figures 7 et 8]. Au podle apical, une
protéinase clive le plgR et libére le fragment du pIgR lié par liaison covalente aux
IgA, le composant sécrétoire SC (SC-(IgA), ou SC-plgA, appelé SigA) [Figure 9]
[APODACA et al., 1994 ; KACSKOVICS, 2004].
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pIgR

Figure 8 : Représentation schématique de la structure

Figure 7 : Représentation des (IgA), et localisation de la liaison entre le pIgR et les
schématique de la structure du plgR. (IgA),. [KASCOVICS, 2004]
[KASCOVICS, 2004] SC : composant sécrétoire

J-chain : peptide de jonction entre deux IgA

Figure 9 : Représentation schématique de la translocation
des IgA dans la cellule épithéliale mammaire. [APODACA et
al., 1994]
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BEE : basolateral early endosome

LE : late endosome
TJ : tight junction
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Si aucune immunoglobuline n’est fixée sur le plgR, le SC libre est sécrété
dans la lumiére alvéolaire. Le composant sécrétoire protége les immunoglobulines
de la dégradation et participe également aux défenses immunitaires passives du
nouveau-né [PHALIPON et CORTHESY, 2003]. Isolé a partir de colostrum humain,
le composant SC est capable de se fixer sur Escherichia coli entérotoxinogéne
(ETEC), ce qui protégerait les cellules épithéliales intestinales de I'adhésion puis de
I'invasion par ces bactéries [PERRIER et al., 2006].
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Bien que la fonction principale du plIgR soit le transport des IgA, ce récepteur
est également capable de transporter les IgM pentameériques (plgM) [KACSKOVICS,
2004].

Le gene qui code pour le pIgR, localisé sur le chromosome 16 des bovins,
présente un polymorphisme génétique : deux formes de pIgR ont été identifiees chez
les bovins et ovins [KULSETH et al., 1995]. L’expression de la plus courte forme de
plgR (perte des deuxieme et troisieme domaines extracellulaires qui se lient aux
immunoglobulines) est extrémement faible par rapport a la forme longue dans la
glande mammaire des brebis [KRULSETH et al., 1995]. L’'expression du géne qui code
pour le plgR dans la mamelle de la brebis et sa régulation ont été étudiées
réecemment. Il a été montré que I'expression des pIgR augmente des le troisieme
trimestre de gestation et s'intensifie trois jours aprés I'agnelage pour étre maximale
pendant la lactation. L'expression du plgR est sous le contrble d’hormones
(prolactine, glucocorticoides) et de cytokines produites localement (interféron
gamma) [RINCHEVAL-ARNOLD et al., 2002].

2.1.3. Fc récepteur a IgE de faible affinité (FceRIll, CD23) : transfert
des IgE

Les concentrations moyennes en IgE colostrales sont environ trois fois plus
importantes que les concentrations sériques en IgE : respectivement 0,1 mg/mL et
0,03 mg/mL [PFEFFER et al. 2005]. De plus, 48 heures apres la naissance, les
concentrations plasmatiques en IgE chez l'agneau, indétectables avant la prise
colostrale, sont égales aux concentrations plasmatiques en IgE de la mere aprés
ingestion du colostrum : ce qui confirme le transfert colostral des IgE au nouveau-né.
Comme pour les IgG1 et le FcRn, PFEFFER et al.(2005) ont suggéré le réle du
récepteur de faible affinité pour les IgE (FceRIl ou récepteur CD23) dans le
transport sélectif des IgE a travers I'épithélium m ammaire . Deux hypotheses ont
éte emises : soit les IgE se fixent sur les récepteurs CD23 a la surface des cellules
épithéliales mammaires (comme les IgG1l sur leur FcRn) et migrent vers le péle
apical par transcytose ; soit les IgE se fixent a la surface des leucocytes qui migrent
dans la lumiere alvéolaire par les jonctions serrées et sont libérés dans le colostrum.

Il existe deux récepteurs a IgE de structure trés différente : le Fc récepteur a
IgE de forte affinité (FceRI) et le Fc récepteur a IgE de faible affinité (FceRIl ou
récepteur CD23).

Le FceRlI est exprimé a la surface des mastocytes, granulocytes basophiles et
granulocytes éosinophiles activés : il fixe les complexes antigéne-IgE monomériques,
participant ainsi a la réponse allergique et inflammatoire [KACSKOVICS, 2004].

Le récepteur Fc &RIlI (ou CD23) a été retrouvé a la surface de nombreuses
cellules : lymphocytes B, T, monocytes, granulocytes eéosinophiles, plaquettes,
cellules dendritiques et cellules épithéliales . Il appartient & la famille des lectines de
type C (C-type lectin). Bien qu’appartenant aux récepteurs de faible affinité pour les
IgE, le récepteur FceRll fixe les IgE monomériques avec une plus forte affinité que
les autres Fc récepteurs de faible affinité [Figure 10]. YANG et al. (2000) ont décrit le
réle du récepteur FceRIl dans la transcytose des complexes Ag-IgE du péle apical
vers le pble basolatéral des cellules épithéliales intestinales du rat.
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Figure 10 : Représentation schématique de la structure des IgE et localisation de la liaison entre le
FceRll et les IgE. [KASCOVICS, 2004]

HINE et al. (2010) ont dosé les différents isotypes d’immunoglobulines
colostrales (IgG1, IgA, IgM et IgE) et les ont corrélés a I'expression des trois
récepteurs (FcRn, plgR et FceRIll (CD23)) dans la glande mammaire de la
brebis pendant la colostrogénése par RT-PCR quantitative. L’expression des ARNm
des récepteurs FcRn, plgR et FceRll reflete les concentrations de leur ligand [Figure
11]. Par similitudes avec les transferts FCRn/IgG1l et le pIgR/IgA, ces résultats
mettent en exergue le réle du FceRIl (CD23) dans le transport sélectif des IgE a
travers I'épithélium mammaire de la brebis. Il faut souligner une limite a cette étude :
le FceRIl n'est pas uniquement exprimé a la surface des cellules épithéliales
mammaires mais également a la surface des lymphocytes, monocytes, granulocytes
et plaquettes. La plus forte expression du FceRIl au tarissement pourrait résulter de
la concentration en cellules lymphoides plus élevée au tarissement gu’en lactation.
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Figure 11 : Expression des récepteurs FcRn, plgR et FceRIll dans le tissu mammaire pendant le
tarissement (Dry), la gestation (Pregnancy), la colostrogénese (Colostrogenensis), le début de
lactation (Early lactation) et la lactation (Lactation), mesurée par RT-PCR. [HINE et al., 2010]
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2.2. Passage para-cellulaire des leucocytes etimmu  noglobulines

Une partie des IgG, IgA et IgM est synthétisée localement par des
plasmocytes d'origine sanguine présents dans le parenchyme mammaire. Les
plasmocytes a IgG1 sont les plus représentés (85%), suivis des plasmocytes a IgM
(13%), alors que les plasmocytes a IgA sont peu nombreux (2%) [COLLINS et al.,
1986].

Au cours de la gestation, les jonctions serrées , qui assurent I'étanchéité de
I'épithélium mammaire, sont ouvertes et permettent le passage, entre les cellules
épithéliales, des leucocytes, de quelques immunoglobulines plasmatiques et des
électrolytes vers la lumiere alvéolaire.

La fin de la premiere phase de la colostrogénése est marquée par :
- la diminution de I'expression des Fc récepteurs FCRn e t CD23 ;
- la fermeture des jonctions serrées  entre les cellules épithéliales mammaires.

L'expression des récepteurs FcRn (spécifigue des 1gG1l) et plgR (spécifique
des IgA) ainsi que la fermeture des jonctions serrées sont donc régulées par une
cascade d’événements endocriniens en péripartum [BARRINGTON et al., 2001].

2.3. Sécrétion et augmentation du volume colostral

Dans un deuxiéme temps, immédiatement aprés la mise bas, la synthése de
la caséine et du lactose augmente et le transfert des protéines sériques cesse. Par
effet osmotique , le volume des sécrétions augmente.

Les protéines et le lactose sont synthétisés dans le réticulum endoplasmique
et 'appareil de Golgi de la cellule épithéliale mammaire. Ces molécules synthétisées,
ainsi que des électrolytes monovalents (Na*, K*, CI), sont contenus dans des
vésicules de sécrétion qui cheminent jusqu’au pole apical des cellules et fusionnent
avec la membrane plasmique, libérant ainsi, par exocytose , leur contenu dans la
lumiere des alvéoles.

La matiére grasse du colostrum provient de gouttelettes lipidiques ,
contenues dans le cytoplasme, apres fusion et migration vers le péle apical des
cellules et enveloppement par la membrane cellulaire apicale. Les lipides sont libérés
sous la forme de globules lipidiques dans la lumiére alvéolaire [DEVILLERS et al.,
2006].
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ENDOCRINOLOGIE DE LA COLOSTROGENESE

La colostrogénése et la lactogénése sont sous la dépendance d'équilibres
hormonaux complexes qui ne sont pas encore totalement €lucidés chez la brebis.

DEVELOPPEMENT
MAMMAIRE
208~ Py
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Figure 12 : Cinétique des dosages hormonaux (cortisol, prolactine, progestérone, cestrogenes),
développement mammaire et dosage des IgG1 chez la vache. [DELOUIS, 1978]
P : mise bas

En fin de gestation, la concentration plasmatique de progestérone diminue
progressivement et chute en prépartum ; en méme temps, la concentration de 17-
beta-cestradiol augmente. Un pic des concentrations de prolactine et de
corticoides est observé au moment du vélage [Figure 12] [DELOUIS, 1978]. Des
études ont mis en exergue la corrélation entre les modifications des profils
hormonaux et le développement mammaire et ont établi, en partie, le déterminisme
endocrinien de la colostrogénése.

3.1. Régulation hormonale du développement mammaire

La synthése du colostrum nécessite le développement d’'un parenchyme
mammaire fonctionnel. La régulation du développement du tissu sécréteur de la
mamelle est particulierement importante car le nombre de cellules sécrétrices et le
poids de la glande mammaire déterminent en partie son potentiel de sécrétion
[FORSYTH, 1986 ; NIELSEN et al., 2001].

33



L’apparition de la structure lobulo-alvéolaire du parenchyme mammaire
fait suite a une cascade d’événements endocriniens impliquant successivement :
(1) des hormones d'origine ovarienne et foeto-placentaire (cestrogenes, en
particulier le 17-beta-cestradiol, et progestérone) ;
(2) puis des hormones antéhypophysaires  (prolactine) ;
(3) et des hormones surrénaliennes (corticoides).

Cette cascade endocrinienne survient relativement tét au cours de la gestation
et permet in fine le développement de la glande mammaire pour la mise bas
[SCHANBACHER et al., 1975 ; DELOUIS, 1978] [Figure 12].

(1) REECE (1956) a montré que, chez la souris, 'augmentation de la
concentration plasmatique d’cestrogene entraine la croissance des canaux
mammaires et la concentration élevée de progestérone combinée avec les
cestrogenes provoque le développement lobulo-alvéolaire.

En effet, SCHANBACHER et al. (1975) et DELOUIS (1978) ont montré que le
traitement de génisses a base de progestérone et de 17-beta-cestradiol permet la
formation d’'une structure lobulo-alvéolaire compléte.

Chez la brebis, 'augmentation de la concentration plasmatique d’cestrogéne
vers 80 jours de gestation, alors que la progestéronémie est élevée, est suivie
guelques jours plus tard par la formation d’alvéoles. La concentration d’cestrogéne a
110 jours de gestation est d'ailleurs corrélée avec la quantité de lait produite pendant
la lactation suivante [DELOUIS et TERQUI, 1974].

Pour FORSYTH (1986), c’est la teneur élevée en progestérone et la hausse
progressive des concentrations plasmatiques de 17-beta-cestradiol qui permettent la
mammogenese.

(2) La prolactine intervient également dans le développement mammaire.
Son action est évaluée par la mesure de la concentration de I'alpha-lactalbumine
dont 'augmentation correspond au développement de la mamelle [MCFADDEN et
al., 1987].

(3) Enfin, les glucocorticoides ont une action stimulatrice sur la croissance
lobulo-alvéolaire chez la brebis [DELOUIS et DENAMUR, 1967].

3.2. Endocrinologie de la synthese du colostrum

Pendant I'initiation de la lactation, c’est-a-dire en fin de gestation et dans les
48 heures suivant la mise bas , les concentrations plasmatiques de progestérone,
17-beta-cestradiol, relaxine, cortisol, prolactine et de prostaglandine évoluent
rapidement. Ces hormones agissent sur la synthése des constituants du colostrum et
donc sur I'évolution de sa composition.

En effet, durant la fin de la gestation, la transcytose des IgG1 sériques vers la
lumiére alvéolaire (début de la colostrogénése) coincide avec des changements
hormonaux :

- environ 1 mois avant la mise bas, la concentration d’cestrogénes augmente ;
- environ 1 semaine avant la mise bas, les concentrations de corticostéroides,

GH (Growth Hormone) et de prolactine (PRL) augmentent ;

- et 1l a 2 jours avant la mise bas, la concentration de progestérone chute

[TUCKER, 1985].
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3.2.1. Progestérone

La chute de la concentration de progestérone en début de lactation chez la
vache, semble étre le signal de linitiation de la lactogénése [GUY et al., 1994].

Chez les bovins, la concentration de progestérone diminue progressivement 2
a 3 semaines avant la mise bas et chute brutalement 2,5 jours avant le vélage pour
atteindre une concentration inférieure a 1 ng/mL [CONVEY, 1974 ; KUHN, 1969].
Ces variations de concentration de progestérone coincident avec le transfert des
IgG1 vers la mamelle : la transcytose des IgG1 débute les 2 a 3 dernieres semaines
de gestation (10 a 17 jours selon SCHANBACHER et al. (1975) et est maximal au
moment de la mise bas [STABENFELDT, 1974] (les 3 derniers jours avant la mise
bas pour [SASAKI et al., 1976]), soit, au moment ou la concentration de
progestéerone est la plus faible. De plus, la chute de la concentration de progestérone
coincide avec l'apparition des FcRn a la surface des cellules épithéliales [HAMMER
et al., 1969].

L’induction d’une lactation par injection, chez des bovins, de progestérone et
d’cestrogéne a permis de montrer qu’avant d’initier la lactation, les concentrations en
IgG1 augmentent dans les sécrétions qui ressemblent alors a du colostrum [SMITH
et SCHANBACHER, 1973 ; WINGER et al., 1995]

Seule, la progestérone ne permet pas d'induire la sécrétion de colostrum,
mais elle potentialise l'effet du 17-beta-cestradiol : les sécrétions lactées sont alors
plus importantes [SCHANBACHER et al., 1971] ainsi que le transfert des IgG1l
[SMITH et al., 1971].

Une concentration en progestérone inférieure a 10 ng/ml est nécessaire, chez
la brebis, a 'augmentation du flux sanguin dans la mamelle [BURD et al., 1978] ce
qui pourrait alors augmenter le transfert des IgG1.

Des études chez la souris ont montré que la progestérone retarderait la
fermeture des jonctions serrées [NGUYEN et NEVILLE, 1998 ; NGUYEN et al.,
2001].

La progestérone inhibe la synthése des constituants du colostrum et du lait.
Les concentrations plasmatiques de progestérone sont négativement corrélées aux
concentrations colostrales de lactose chez la truie [MARTIN et al., 1978 ; WILLCOX
et al., 1983 ; DEVILLERS et al., 2004].

3.2.2. 17-beta-cestradiol

Chez la truie, lors des 3 derniers jours de gestation, la concentration de 17-
beta-cestradiol augmente jusqu'a atteindre un plateau [ROBERTSON, 1974 ;
BALDWIN, 1975] puis chute rapidement juste avant la mise bas [ROBERTSON et
KING, 1974 ; TAVERNE et al., 1982 ; DEVILLERS et al., 2004]. La concentration de
17-beta-cestradiol continue ensuite sa chute jusqu'a devenir indétectable aprés la
délivrance. En effet, le placenta est la principale source d’cestrogéne [BALDWIN et
STABENFELDT, 1975].

ERB et al. (1969) et HUNTER et al. (1970) ont constaté que I'augmentation de

la concentration urinaire d’cestrogene chez la vache en gestation coincide avec la
capacité des cellules épithéliales mammaires a transférer les IgG1.
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3.2.3. Prolactine

Les concentrations plasmatiques de prolactine chez la brebis sont faibles et
constantes pendant la gestation jusqu’aux derniers jours avant la mise bas ou elles
augmentent brutalement puis chutent en post-partum [FORSYTH, 1976].

En plus de son réle dans la différenciation des cellules épithéliales
mammaires [AKERS et al., 1981a,b ; MCFADDEN et al., 1997], la prolactine est
indispensable a la mise en place de la lactation : l'utilisation de bromocriptine
(antagoniste de la prolactine) empéche la lactation chez la truie [WHITACRE et
THRELFALL, 1981 ; TAVERNE et al., 1982 ; FARMER et al., 1998]. La prolactine a
donc un rdle clé dans la lactogénese [AKERS et al., 1981b] car elle stimule la
synthese et la libération de lalpha-lactalbumine, sous unité régulant la lactose
synthétase [GOODMAN et al., 1983].

Le suivi de l'alpha-lactalbumine, qui est donc un marqueur de la lactogénese,
associé a celui de l'expression des récepteurs IgG1l par immunohistochimie ont
permis de montrer que la prolactine , aussi bien in vitro [BARRINGTON et al., 1997]
gu’in vivo [BARRINGTON et al., 1999], en plus de stimuler la lactogénese, réduit
I'expression des FcRn a la surface des cellules épi  théliales mammaires .

Les récepteurs de la prolactine, comme les FcRn, sont situés sur la
membrane basale des cellules épithéliales. L'augmentation du nombre de récepteurs
a la prolactine pourrait réduire I'expression des FcRn. D’autant plus que la prolactine
régule I'expression de ses propres récepteurs : 'augmentation de la concentration de
prolactine augmente le nombre de ses récepteurs [TUCKER, 1974]. Cependant, la
synthése des récepteurs de la prolactine est inhibée par des concentrations élevées
de progestérone et la liaison prolactine-récepteur ne peut se faire que quand les
concentrations de progestérone diminuent en fin de gestation.

Les effets de stimulation de la lactation et d’inhibition de I'expression des
FcRn semblent donc dirigés par des seuils différents de concentration de prolactine
[BARRINGTON et al., 1999]

La progestérone inhibe alors que le cortisol potentialise les effets lactogénes
de la prolactine [DELOUIS, 1978 ; DELOUIS et al., 1980].

La prolactine stimule la formation des jonctions serrées chez la vache
[BARRINGTON et al.,, 2001 ; NGUYEN et al.,, 2001] contribuant ainsi a limiter le
passage des IgG vers la mamelle. Cependant, ce rble des jonctions serrées est
probablement minime. En effet, le transfert para-cellulaire ne concerne qu’une infime
proportion des IgG.

3.2.4. Corticoides

Comme la prolactine, les corticoides permettent l'initiation de la lactogénése
[CONVEY, 1974 ; COLLIER et al., 1977] et la fin de la colostrogénese chez les
ruminants.

L'injection de corticoides a des brebis en gestation induit la lactation
[DELOUIS et DENAMUR, 1967].

Des injections de dexaméthasone a des doses pharmacologiques a des
vaches en fin de gestation (moment ou elles concentrent au maximum les IgG1 dans
la glande mammaire) provoquent une diminution brutale des concentrations
colostrales en IgG1l [WINGER et al.,, 1995]. BRANDON et LASCELLES (1975) ont
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obtenu des résultats similaires, constatant que les corticoides longue action
entrainent la parturition mais réduisent la quantité de colostrum. BAILEY et al. (1973)
et FIELD et al., (1989) ont montré que l'induction prématurée du vélage avec des
injections de prostaglandines F2a (PGF2a) entraine une diminution de la quantité
d’'lgG colostrales. Ces deux études suggerent donc que l'arrét de la gestation par
augmentation des concentrations de cortisol et de PGF2a diminue le transfert des
IgG colostrales plutdt que les effets d’'une hormone spécifique.

Cependant, des études ont mis en évidence que si la gestation est écourtée,
méme plusieurs semaines avant terme, la colostrogénése a lieu chez toutes les
vaches mais des difféerences sont observées sur la vitesse et le moment de la
diminution des concentrations colostrales en IgG1 [MCFADDEN et al., 1995].

La synthese des études de BAILEY et al. (1973), FIELD et al. (1989) et
MCFADDEN et al. (1995) permet de supposer que les glucocorticoides et les
PGF2a raccourcissent la colostrogenese  en induisant prématurément la lactation
associée au vélage.

Les corticoides semblent contrecarrer I'effet inhibiteur de la progestérone sur
la lactogénese. En effet, les corticoides augmentent la quantité de récepteurs a la
prolactine dans la glande mammaire [DELOUIS et al., 1980 ; TUCKER, 1981] et
potentialisent son action sur les cellules épithéliales mammaires [DELOUIS et al.,
1980 ; HOUDEBINE et al., 1985]

Les corticoides ont eux aussi une action stimulant la formation des jonctions
serrées dans la glande mammaire chez la vache [STELWAGEN et al., 1994,1998,
2000] ce qui pourrait accentuer leur rbéle dans la diminution du transfert des IgG.

L’augmentation des concentrations de glucocorticoides dans le sang a la mise
bas joue donc un réle important dans I'arrét de la colostrogénése.

3.2.5. Autres hormones

Une augmentation de la concentration de GH est observée en prépartum
[BASSETT et al., 1970 ; BLOM et al., 1976]. L’injection de GH a des vaches gravides
entraine une augmentation transitoire des concentrations d’lgG1 dans les sécrétions
alvéolaires. Mais, a la mise bas, aucune différence significative n’est observée par
rapport aux vaches non traitées [HADSELL et al., 1993].

Les mécanismes sont peu clairs mais il est possible que la GH puisse
augmenter le transfert des IgG1 en privilégiant le flux sanguin vers la mamelle.

Méme si aucune publication n’établit clairement son implication dans la
régulation de la colostrogénése, elle semble jouer un réle dans la régulation du
développement mammaire et la production de lait.

*kkk

La composition du colostrum présente une variabilité interindividuelle
élevée. Plusieurs facteurs de variation ont été soulignés : la race, 'age de la brebis,
la taille de la portée , la durée du tarissement , I'alimentation et I'état sanitaire de
la brebis.
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4.

FACTEURS DE VARIATION DE LA QUALITE DU COLOSTRUM

4.1. Race

La variabilité interraciale de la concentration en 1gG du colostrum n’a fait
I'objet que de tres peu de travaux chez les ovins.

HALLIDAY (1978) a montré que la race des brebis influence la quantité totale
d’'lgG1 colostrales produites. La production d’lgG1 est la plus élevée chez les brebis
de race Finnish Landrace alors qu’elle est la plus faible chez les brebis de race
Southdown (0,05 < P <0,1) [Tableau 4].

race n masse moyenne d’lgG1 colostrales (g)
Cheviot 59 14,7 +/- 3,90
Merino 53 12,7 +/- 4,37
Finnish Landrace 30 16,6 +/- 3,24
Finnish x Dorset Horn 7 14,4 +/- 6,21
Scottish Blackface 75 12,6 +/- 3,59
Merino x Cheviot 11 11,4 +/- 4,97
Southdown 35 5,9 +/- 4,03

Tableau 4 : Effet de la race sur la quantité d’'lgG1 colostrales. [HALLIDAY, 1978]

GILBERT et al. (1988) ont mené une étude sur 2650 brebis de 6 races ovines
allaitantes (Polypay, Rambouillet, Targhee, Columbia, Finnish Landrace et Finn
crosses) afin d’évaluer I'influence de facteurs environnementaux et génétiques sur la
concentration en IgG1 du colostrum de brebis a la mise bas (avant la tétée) et du
sérum du nouveau-né 36 heures aprés la naissance. Les concentrations moyennes
d’lgG1 colostrales calculées sont de 80, 64, 67, 72 et 69 mg/mL respectivement pour
les brebis de race Polypay, Rambouillet, Targhee, Columbia, Finnish Landrace et
Finn crosses. La race est un facteur significatif de variation de la concentration en
IgG1 du colostrum de l'ordre de 16 mg/mL entre les deux extrémes (Polypay 80
mg/mL et Columbia 64 mg/mL). Les brebis de race Polypay présentent des
concentrations moyennes en IgG1 significativement plus importantes (moyenne = 80
mg/mL, SE = 2,4, n = 172). La race Polypay est un croisement entre Dorset X
Targhee et Finish Landrace x Rambouillet : les concentrations en IgG1 colostrales
significativement plus élevées peuvent étre dues a I'hétérosis engendré par le
croisement ou a une combinaison unique de genes dans la race Polypay.

4.2. Age

Les brebis jeunes (1 an) et agées (> 6 ans) produisent significativement moins
d’'IgG1 colostrales (P < 0,001) que les brebis agées de 2 a 5 ans [Tableau 5].

A . masse IgG1 colostrales concentration en 1gG1
age des brebis (ans)
n (¢)) n (mg/mL)
1 17 6,2 +/- 5,08 152 98,0 +/- 5,23
2 32 13,8 +/- 3,55 542 91,9 +/- 4,77
3 50 11,1 +/- 3,10 447 88,9 +/- 4,78
4 64 14,0 +/- 2,76 212 89,8 +/- 5,06
5 37 15,5 +/- 3,37 157 92,8 +/- 5,19
6 44* 8,6 +/- 3,54 105 98,1 +/- 5,40
7 36 101,4 +/- 6,72
8ou9 36 100,0 +/- 6,72
P < 0,05 P < 0,001

Tableau 5 : Effet de I'&ge de la brebis sur la production d'lgG1 colostrales. [HALLIDAY, 1978]
* 4 brebis de 2 6 ans inclues
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Chez les bovins, il est couramment admis que les primipares produisent
environ 30 % de moins de colostrum que les multipares et que celui-ci est moins
riche en IgG. Cependant des études tendent a montrer que la concentration en IgG
du colostrum n’est que peu influencée par la parité de la mere [MULLER et
ELLINGER, 1981 ; PRITCHETT et al., 1991].

GILBERT et al. (1988), en ajustant les données sur la race et la taille de la
portée de plus de 1600 colostrums de brebis de 1 a 7 ans, constatent que chez les
primipares les concentrations d’lgGl (100 = 14 g/L) sont significativement
supérieures a celle des multipares (66 = 11 g/L) (P > 0,05). Cependant, aucune
différence significative entre les masses de colostrum produites selon la parité n'a
été mise en évidence dans cette étude. La difféerence de concentration résulterait
d’'un effet concentration chez les primipares du fait du plus faible volume produit.
Dans cette méme étude, les brebis de plus de 7 ans produisent un colostrum ayant
des concentrations plus faibles et plus variables (53 £ 30 g/L).

4.3. Tallle de la portée

Chez la brebis, la concentration en IgG1 est proportionnelle au nom bre de
foetus pour des portées simples a triples [GILBERT et al., 1988]. Ainsi, les brebis
bipares produisent plus de colostrum que les monopares [MELLOR et MURRAY,
1986 ; SHUBBER et al., 1979]. Cependant, aucune différence significative du
volume de colostrum n’est observée entre les portées doubles et triples
[SHUBBER et al., 1979].

Les agneaux issus de portées multiples recoivent donc moins de colostrum
gue les agneaux simples mais les volumes semblent suffisants.

4.4. Durée du tarissement

La période seche permet aux cellules de la glande mammaire de se
renouveler et d’assurer une production maximale de lait a la lactation suivante.

Si le tarissement est trop court, le développement mammaire est réduit ainsi
que la quantité de lait lors de la lactation qui suit chez la rate [PAAPE et TUCKER,
1969] comme chez la vache [REID et al., 1964].

Des études ont montré que les vaches avec 1 ou 10 jours de tarissement
produisent un colostrum moins concentré en IgG que les vaches aavec un
tarissement de 8 semaines [REMOND et al., 1997]. La concentration en IgG
colostrales est respectivement de 33 (£ 15) g/L chez les vaches non taries, de 63 (£
19) g/L chez les vaches taries dix jours (5 a 16), et de 72 (x 14) g/L chez les vaches
taries deux mois (n = 5) [LEVIEUX, résultats non publiés]. Un tarissement court
aurait donc un effet négatif sur la concentration en IgG du colostrum. Mais, il semble
qu’il ne s’agisse que d'un effet dilution, car, d’apres RASTANI et al. (2005), le
colostrum des vaches dont le tarissement a été écourté ou n'a pas eu lieu, contient
suffisamment d’'immunoglobulines pour le veau. Celui-ci doit simplement en boire un
peu plus (2 L contre 1,3 L).
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4.5. Alimentation et NEC en fin de gestation

La sous alimentation est corrélée a une diminution du poids de la mamelle et
donc de ses performances [MELLOR et al., 1987]. La suralimentation a des effets
néfastes sur le développement mammaire sur des génisses suralimentées avant la
puberté, mais n'a aucun impact si la suralimentation a lieu apres la puberté
[TUCKER, 1981].

D’aprées BANCHERO et al. (2006), des brebis sous alimentées (70 % des
besoins) pendant les deux derniers mois de gestation, accumulent 2,7 fois moins de
d’'lgG1 (168 + 48 g) que des brebis correctement alimentées (100 % des besoins)
(451 + 103 g). Mais cette difference n’est plus significative apres la mise bas. En
effet, MELLOR et al. (1987) confirment que 10 heures post-partum, aucune
différence de quantité de colostrum n’est observée quel que soit le régime
alimentaire des brebis. De plus, la réalimentation correcte des brebis durant les 5
derniers jours de gestation restaure les fonctions mammaires au méme niveau que
pour les brebis bien nourries tout au long de la gestation.

D’aprés I'étude de SWANSON et al.,, (2008), le poids et le volume de
colostrum sont diminuées (P < 0,01) (P < 0,05 pour MEYER et al. (2011)) chez les
brebis alimentées a 60 % et 140 % de leurs besoins par rapport aux brebis
alimentées a 100 % de leurs besoins. Les concentrations en IgG sont supérieures
chez les brebis nourries a 60 % de leurs besoins par rapport aux brebis alimentées a
100 % et 140 % de leurs besoins. Cependant, la production totale d’lgG est plus
faible (P < 0,06) chez les brebis sous et suralimentées.

Une forte complémentation en sélénium (77,0 pug/kg) (besoins: 11,5 pg/kg)
des brebis augmente la quantité de sélénium dans le lait (P<0,01) ainsi que la
qguantité de lactose et de protéines [MEYER et al., 2011]. SWANSON et al. (2008)
n'ont pas rapporté d'effet d'une complémentation en sélénium (P = 0,15) sur la
quantité de colostrum et la concentration en IgG. De plus, le sélénium serait
transféré au veau plus efficacement via le placenta que via le lait [ ENJALBERT et al.,
1999].

Le niveau de nutrition joue sur les concentrations plasmatiques des hormones
et métabolites de la lactogénése. Chez les brebis sous alimentées, la progestérone
chute avant la mise bas mais pas suffisamment pour initier la colostrogénése
[BANCHERO et al.,, 2006]. En effet, il faut des concentrations de progestérone
inférieures a 10 ng/mL pour stimuler le développement de la mamelle. Or, chez les
brebis sous alimentées, il faut environ 15 jours pour que la progestéronémie atteigne
des concentrations inférieures a ce seuil [MELLOR et al., 1987].

Pour une synthése optimale de colostrum, la progestéronémie doit étre
inférieure a 1 ng/mL [HARTMANN et al., 1973]. Dans I'étude de BANCHERO et al.
(2006), aucune brebis, quelle que soit son alimentation, n'a présenté de
concentration de progestérone inférieure a ce seuil. Méme aprés l'agnelage, 40 %
des brebis sous alimentées ont un taux de progestérone trop €levé pour permettre
une initiation optimale de la lactogénése et 60 % n’ont pas assez de colostrum pour
subvenir aux besoins immédiats de leur nouveau-né.

Le réle de l'alimentation sur la prolactine est controversé. Selon BANCHERO
et al. (2006), pendant les 30 derniers jours de gestation, les brebis bien alimentées
ont des concentrations en prolactine plus élevées gue les brebis sous alimentées.
Mais, MELLOR et al. (1987) n’ont pas constaté de différences.

40



Les concentrations plasmatiques de cortisol sont peu modifiées par
I'alimentation des brebis [MELLOR et al., 1987 ; BANCHERO et al., 2006].

La GH, qui intervient dans le développement mammaire, est plus élevée chez
les brebis sous alimentées [BANCHERO et al., 2006].

Des brebis sous alimentées ont un profil métabolique différents des brebis
correctement alimentées : les concentrations plasmatiques en glucose sont plus
faibles alors que celles de B-hydroxybutyrate sont plus élevées. Le glucose étant un
précurseur de la synthese du lactose, sa faible concentration induit de plus faibles
volumes de colostrum. Les concentrations plus élevées en [-hydroxybutyrate
s’expliquent par une lipomobilisation chez les brebis sous-alimentées [BANCHERO
et al., 2006].

4 .6. Etat sanitaire et environnement

Une hémi-mamelle atteinte de mammite clinique au tarissement produit
significativement moins de colostrum [CHRISTLEY et al., 2003].

Un parasitisme sévére peut conduire, par spoliation, & un état de sous-
nutrition délétere.

*kkk

Ces facteurs de variation sont lies a la conduite délevage (tarissement,
alimentation, gestion du parasitisme) dont la gestion est indispensable a
'amélioration de la quantité et de la qualité du colostrum. Mais, leur maitrise n’est
pas envisageable dans un plan global de sélection contrairement aux facteurs
génetiques.

5. SELECTION GENETIQUE ET QUALITE DU COLOSTRUM

HALLIDAY (1978), NORMAN et al. (1981) et GILBERT et al. (1988) ont
montré que la concentration en IgG1 du colostrum et du sérum du nouveau-né est,
en partie, dépendante de facteurs génétiques . Le déterminisme génétique de la
concentration en IgG1 colostrales permettrait alors de sélectionner les brebis sur la
qualité de leur colostrum.

HALLIDAY (1978) a estimé I'héritabilité de la masse totale des IgG1 du
colostrum produite par la brebis a 0,45 + 0,152 (P < 0,01). Quant a GILBERT et al.
(1988), ils ont calculé une héritabilité de la concentration en IgG1  colostrales plus
faible de 0,19 £ 0,12. Néanmoins, ces valeurs indiguent une possible sélection des
brebis sur la qualité de leur colostrum.

Le FcRn est le composant essentiel de la colostrogénese et du transfert de
immunité passive du nouveau-né. Hétérodimere composé d'un homologue de la
chaine alpha du complexe majeur d’histocompatibilité de type | (FCGRT) et de la
beta-2-microglobuline (B2m), il est codé par deux génes différents. Les genes qui
codent pour le FCGRT et la f2m ont été séquenceés chez les ovins. Le gene FCGRT
est localisé sur le chromosome 14, séquence 54992985 a 54998658 [ARCHIBALD et
al., 2010].
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A notre connaissance, aucune étude de séquencage a grande échelle des
deux génes qui codent pour le FCRn n’a été menée ch ez la brebis . Chez les
bovins, ces deux genes FCGRT et 2m présentent un polymorphisme allélique
différents haplotypes ont été identifiés chez la vache et corrélés a une variabilité du
transfert de I'immunité colostrale chez le nouveau-né.

Cing SNPs (single nucleotide polymorphisms) ont été identifiés en séquencant
1305 paires de bases de I’ADN codant pour le FCGRT chez 96 bovins et 27 issus
d’'une population de référence. Ces SNPs définissent 5 haplotypes de FCGRT
associés en 7 génotypes [Tableau 6].

. Haplotype Génotype
Phénotype ~ groupe  n — 2 3 4 5 11 22 12 13 14 15 23
U taible | ©3 27 0741 0093 0167 - - 0481 - 0185 0333 - - -
contrdle 51 0800 0130 0060 - 0010 0600 - 0260 0120 - 0020 -
P eeve @ 27 0815 0111 0056 - 0019 0667 - 0185 0074 - 0037 0037
contrdle 50 0800 0100 0100 - - 0620 - 0180 0180 - - 0020

Tableau 6 : Fréquence des haplotypes et génotypes du géne FCGRT chez la vache selon la qualité du
transfert de 'immunité passive chez le veau (TIP). [LAEGREID et al., 2002]

Dans cette étude, les vaches porteuses de I'haplotype 3 du FCGRT avaient un
risque significativement plus élevé d’échec de transfert de I'immunité passive chez
leur veau (OR = 3,80 ; Clgsy, = [1,10 — 13,18] ; P = 0,035) par rapport aux vaches
d’haplotype 1, 2, 4 ou 5. Ces résultats suggérent une forte influence du génotype de
la mére sur la qualité du transfert de I'immunité passive chez le nouveau-né par
rapport aux autres facteurs de variations (race, age, durée du tarissement,
alimentation). L’hypothése du meécanisme a l'origine de cette relation entre le
génotype de la mere et la concentration en IgG sériques chez le veau serait une
corrélation entre haplotypes du FCGRT et concentrations ou masses d’lgG du
colostrum de la mére [LAEGREID et al., 2002].

Afin d’étayer cette hypothése, ZHANG et al., (2009) ont évalué la relation
entre les haplotypes du gene FCGRT chez la vache et la concentration en IgG du
colostrum. Quatre SNPs, permettant de définir 5 haplotypes et 9 génotypes (4
homozygotes, 5 hétérozygotes) ont été identifies chez 49 Prim’Holsteins. L’haplotype
3 est le plus fréquent (fréquence = 0,54). Les haplotypes 5 et 2 sont significativement
associés a des concentrations élevées en IgG colostrales (respectivement, OR =
9,90 ; Clgsy= 1,11 — 88,34 ; P = 0,016 et OR = 2,89 ; Clgsep= 1,17 — 7,11 ; P = 0,019)

[Tableau 7].
fréquence de I'haplotype selon la
Haplotype concentration en 1gG colostrales OR (Clgsg) P
[1gG] élevée [IgG] faible
3* 0,41 0,68 1,00
1 0,04 0,04 1,65[0,22 - 12,65] 0,627
2 0,43 0,24 2,89[1,17 - 7,11] 0,019
4 - 0,02 - -
5 0,12 0,02 9,90 1,11 - 88,34] 0,016

Tableau 7 : Corrélation entre les haplotypes de FCGRT et la qualité du colostrum chez les bovins.
[ZHANG et al., 2009]
* I'haplotype 3 est le plus fréquent : il est utilisé comme référence

La régulation du transfert des IgG du sérum de la mére vers le colostrum
repose sur le recyclage du FcRn a la surface des cellules épithéliales mammaires.
C’est pourquoi, la concentration en IgG colostrales est inversement corrélée a
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I'affinité du récepteur pour son ligand alors que I'affinité du FcRn pour les IgG est
positivement corrélée a la concentration en IgG sériques chez le nouveau-né
[CIANGA et al., 1999]. L'étude de LAEGRIED et al. (2002) a montré que I'haplotype
3 (CGCAQCQ) pourrait diminuer 'affinité du FCRn pour les IgG, ce qui induirait une plus
faible absorption intestinale des IgG par le nouveau-né et, inversement, enrichirait le
colostrum maternel en IgG. Cette hypothése est en accord avec les résultats de
ZHANG et al. (2009). La mutation de I'haplotype 3 en haplotype 5 (substitution d’'une
adénine (A) de l'exon IV par une guanine (G)) contribuerait a augmenter la
concentration en 1gG du colostrum.

Il a donc été clairement établi une relation entre haplotypes du FCGRT et
concentration en IgG colostrales . Cependant, le géne 2m présente également un
polymorphisme allélique chez la vache.

CLAWSON et al., (2004) ont identifié différents haplotypes du géne 32m chez
la vache et les ont mis en relation avec la qualité du transfert de I'immunité passive
chez le veau. Douze SNPs qui définissent 8 haplotypes de 2m ont été identifiés par
séquencage des exons Il et IV du gene f2m de 96 veaux nouveau-nés. Les veaux
homozygotes pour I'haplotype 2 (B2m2, 2) présentent un risque accru d’échec de
transfert de 'immunité passive (OR = 10,60 ; Clgse, = [2,07 - 54,24] ; P = 0,005).

ZHAO et al. (2011) ont évalué la frequence des alleles du géne 2m chez 189
vaches Chinese Holstein et a relié les différents haplotypes a la concentration et a la
masse d’'lgG1l dans le lait. Deux SNPs (SNP1 et SNP2) et une délétion de 2 paires
de bases (Indel(2)) définissent 4 haplotypes et 8 génotypes. lls ont été corrélés a la
concentration et a la masse d’lgG1 dans le lait (P < 0,05). Les vaches homozygotes
pour le gene 2m délété présentent des plus faibles concentrations d’lgG1.

A notre connaissance, ces mémes études n'ont pas été menées chez les
brebis. De fait, par ces présents travaux, I'objectif est d’identifier les différents
haplotypes des génes FCGRT et B2m qui codent pour le FCRn chez les brebis et
de les corréler a une éventuelle différence de qualité du colostrum .

*kkk

En comparaison avec les données génétiques de I'espéce bovine, la sélection
génomique des brebis sur la qualité de leur colostrum semble prometteuse et
nécessite le séquencage des deux génes FCGRT et f2m afin d’en identifier les SNP.
La définition d’'index génomiques sur les valeurs maternelles qui prendrait en compte
le caractére « quantité et qualité du colostrum » suppose I'établissement d’équations
prédictives complexes établies grace a une population de référence pour laquelle les
génotypes SNP et les phénotypes sont disponibles. Or, pour évaluer le phénotype
« qualité du colostrum » , il faut disposer d’outils de mesure fiables, répétables et
utilisables en bergerie lors du pointage (évaluation phénotypique) des brebis. C'est
pourquoi, cette derniere partie bibliographique présente les outils d’évaluation de la
qualité du colostrum. Les données reportées sont essentiellement obtenues dans
I'espéce bovine.
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6.

EVALUATION DE LA QUALITE DU COLOSTRUM

Chez les ovins, le seuil permettant de définir un « bon » colostrum d’un
« mauvais » colostrum sur la base de sa concentration en IgG n’est pas défini. Par
simplicité, le seuil de 50 g/L d’'lgG défini chez les bovins est utilisé et semble
cohérent. En effet, un calcul simple peut étre fait pour un agneau de 4 Kg, dont le
volume sanguin représente 10 % de son poids, et pour un objectif de concentration
sérique en IgG de 10 g/L (soit 4 g d'lgG). Environ 25 % des IgG ingérées sont
absorbées et se retrouvent dans la circulation sanguine du nouveau-né (taux
d’absorption de 17 a 25 %, [DOMINGUEZ et al., 2001]). L’agneau doit donc ingérer
au minimum 16 g d’'lgG (= 10 g/L x 10 % x 4 Kg / 25 %). Ses capacités d’ingestion
sont de 200 mL/Kg/24 h, soit 800 mL/24 h. Il a donc besoin d'un colostrum de
concentration supérieure a 50 g/L d’lgG .

Afin d’évaluer la qualité du colostrum, différentes méthodes de mesure
directes ou indirectes ont été développées pour une utilisation au pied de I'animal.

6.1. Méthode directe : immunodiffusion radiale

La méthode de référence pour le dosage des immunoglobulines du
colostrum des ovins est 'immunodiffusion radiale  (IDR). L'IDR repose sur la
précipitation par liaison antigenes/anticorps en milieu gélosé (gélose d’agar). Elle
permet de distinguer les différents isotypes d’immunoglobulin es.

Des anticorps spécifigues dun isotype d'immunoglobulin e sont
incorporés dans une gélose coulée dans une boite de pétri et creusée de puits, dans
lesquels sont déposés les échantillons de colostrum a évaluer. Les
immunoglobulines colostrales diffusent dans la gélose et précipitent avec les
anticorps anti-immunoglobulines spécifiques, formant ainsi un anneau de
précipitation , centré sur les puits, dont le diamétre est proportionnel a la
concentration en immunoglobulines  du colostrum testé.

Cette technique est tres précise , mais longue (18 a 24 heures), ce qui rend
son utilisation difficile au pied de I'animal.

6.2. Méthodes indirectes

Deux méthodes d'évaluation indirecte de la qualité du colostrum sont
utilisées : la réfractométrie et le pese colostrum . Peu d’études ont été menées sur
le colostrum de brebis. Les performances intrinseques de la réfractométrie et du
pese colostrum n’ont pas été évaluées chez les ovins

6.2.1. Réfractométrie
Le réfractométre détermine a l'aide d’'un prisme de verre I'indice de déviation
d’'un faisceau lumineux qui traverse I'échantillon de colostrum. Le réfractometre

digital Brix mesure cet indice de réfraction en valeurs exprimées en % sur
I'échelle de Brix (ou score de Brix).
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L’estimation indirecte de la concentration en immunoglobulines colostrales en
mesurant I'indice de réfractométrie a été deécrite chez différentes espéces : bovins
[MOLLA, 1980 ; IMBERT, 2005 ; CHIGERWE et al., 2008 ; BIELMANN et al., 2010 ;
MORRILL et al., 2012 ; QUIGLEY et al., 2012], ovins [HARKER, 1978], et équins
[CHAVATTE et al., 1998 ; CASH, 1999 ; WAELCHLI et al., 1990 ; VENNER et al.,
2008] [Tableau 8].

La corrélation entre l'indice de réfractométrie et la concentration en IgG
mesurée par immunodiffusion radiale (méthode de référence) a été estimée a
0,89 (P < 0,001) par MOLLA (1980). IMBERT (2005) évalue cette corrélation a 0,58
(n =88 ; P =0,0001). BIELMANN et al. (2010) montrent que la corrélation entre deux
types de réfractometres, optique et digital, et la méthode de référence
d'immunodiffusion radiale est correcte (respectivement r= 0,71, n = 272 et r= 0,73,
n =273, P < 0,001). MORRILL et al. (2012) et QUIGLEY et al. (2012) ont estimé
cette corrélation, respectivement a 0,53 (n = 805, P < 0,0001) et 0,75 (n = 183, P <
0,01).

La corrélation entre les indices de réfractométrie mesurés au réfractometre
optique et au réfractométre digital Brix est trés satisfaisante que ce soit pour les
échantillons frais ou congelés (respectivement r= 0,98 et r= 0,97 ; n = 288, P <
0,001) [BIELMANN et al., 2010]. De plus, pour les deux méthodes de mesure, la
corrélation entre I'estimation des concentrations en IgG du colostrum de primipares
et la méthode de référence est plus élevée que pour les multipares (r= 0,77 a 0,83 ;
n =273, P < 0,001). Les corrélations sont élevées pour les vaches a plus de trois
lactations (r=0,71 a4 0,73 ; n =273, P < 0,001) et moins importantes pour les vaches
en seconde lactation (r=0,68 a 0,71 ; n = 273, P <0,001).

MORRILL et al. (2012) ont montré que I'ajout d’acide caprylique (75 pL d’acide
caprylique/mL de colostrum) au prélevement de colostrum de bovin permet une
meilleure estimation de la concentration en IgG colostrales par réfractométrie. En
effet, la corrélation entre l'indice de réfraction du colostrum et la concentration en IgG
par immunodiffusion radiale est faible (r = 0,53, n = 805, P < 0,0001) alors qu’elle est
plus élevée pour le mélange de colostrum et d’acide caprylique (r = 0,73 n =823, P <
0,0001).

Dans le colostrum équin, les mesures par réfractométrie sont trés bien
corrélées aux concentrations en immunoglobulines obtenues par immunodiffusion
radiale (r= 0,85 a 0,94 selon les auteurs) [CHAVATTE et al., 1998 ; CASH, 1999 ;
VENNER et al., 2008].

La variabilité de la corrélation entre méthodes directe et indirecte entre
espéeces peut étre expliquée par les différences de composition et de volume des
colostrums. Par exemple, le volume du colostrum de la jument est deux fois moins
important que celui de la vache (volumes moyens respectifs de 5,1 L [3,2 - 7,0] et
11,2 L [2,8 - 21,5]). La concentration en IgG colostrales est de 440 g/L pour la jument
et 93 a 259 g/L pour la vache. Le taux de matiére grasse est 1,8 fois plus élevé chez
la jument que chez les bovins (respectivement 27 % et 15 %).

Le tableau 8 et la figure 13 présentent les coefficients de corrélation entre
I'indice de réfractométrie et la concentration en | gG mesurée par la méthode de
référence (IDR) calculés chez les bovins, ovins et équins dans différentes
publications.
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coefficient de corrélation de

. . effectif probabilité
espece auteurs Pearson (r) avec [IgG] mesurée o
par IDR (n) critique (P)
[MOLLA, 1980] 0,89 - < 0,001
[IMBERT, 2005] 0,58 88 0,0001
bovins [CHIGERWE et al., 2008] 0,41 171 -
[BIELMANN et al., 2010] 0,73 273 < 0,001
[MORRILL et al., 2012] 0,53 805 < 0,0001
[QUIGLEY et al., 2012] 0,75 183 <0,01
ovins  [HARKER, 1978] * 0,79 - <0,05
[CHAVATTE et al., 1998] 0,85 20 -
équins  [CASH, 1999] 0,94 66 -
[VENNER et al., 2008] 0,93 360 < 0,0001

Tableau 8 : Comparaison interspécifique des coefficients de corrélation entre I'indice de réfractométrie et
la concentration en IgG mesurée par la méthode de référence. [Sources multiples]

! [IgG] mesurée par la méthode de turbidité au sulfate de zinc
% [IgG] mesurée par la méthode ELISA
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Figure 13 : Comparaison des régressions linéaires entre la concentration en IgG mesurée par IDR et

I'indice de réfractométrie du colostrum bovin (RID = radial immunodiffusion). [QUIGLEY et al., 2012]

Contrairement au pése colostrum, la température du colostrum n’influence
pas les mesures par réfractométrie . Les mesures de I'indice de réfractométrie pour
des échantillons de colostrums a 3 températures différentes (5, 20 et 38TC) ne
présentent pas de différences significatives.

Dans I'étude de BIELMANN et al. (2010), les performances intrinseques des
réfractometres optique et digital (sensibilité et spécificité des méthodes) pour la
détection d’'un colostrum de concentration en IgG inférieure a 50 g/L ont été évaluées
(par rapport a la méthode de référence, I'IDR). Quatre seuils de décision (18, 20, 22
et 24 % sur I'échelle de Brix) ont été choisis pour les calculer. Les performances
optimales ont été obtenues pour le seuil de décision de 22 % . La sensibilité et la
spécificité du réfractométre optiqgue sont respectivement de 90,5 % et 85,0 %. De
méme, la sensibilité et la spécificité du réfractometre digi tal sont respectivement
de 92,5 % et 80,0 % pour un seuil de décision de 22 % sur I'échelle Brix  [Tableau
9].
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Primipares Multipares
seulde  sensibiite  spécificité VPP VPN sensibilté  spécificite VPP VPN
AR @) % %) (*%) (%) %) (%)
18 100,0 0,0 89,9 0,0 99,4 33,3 95,7 80,0
réfractométre 20 97,2 50,0 945 66,7 96,1 58,3 97,2 50,0
optique 22 88,7 75,0 96,9 429 91,1 91,7 99,4 40,7
24 71,8 75,0 96,2 23,1 76,0 100,0 100,0 21,8
18 100,0 0,0 89,9 0,0 99,4 33,3 95,7 80,0
réfractométre 20 94,4 25,0 91,8 33,3 96,7 75,0 96,1 45,5
digital 22 90,1 37,5 92,8 30,0 92,2 83,3 98,8 41,7
24 69,0 75,0 96,1 214 79,3 91,7 99,3 229

Tableau 9 : Sensibilité et spécificité des réfractométres optique et digital. [BIELMAN et al., 2010]

Pour ce méme seuil de décision, des performances intrinseques inférieures

ont été obtenues dans une autre étude de CHIGERWE et al. (2008) : sensibilité de 75
% (ICg50,=63-86 %) et spécificité de 78 % (ICg54,=70-85 %) [Tableau 10].

seuil de décision (% Brix) sensibilité (%) (IC  gs50) spécificité (%) (IC gsy)

<14 7 (4-11) 100
<15 13 (4 — 21) 99 (97 — 100)
<16 16 (7 — 26) 97 (93 — 100)
<17 22 (11 - 33) 97 (93 — 100)
<18 31 (19 — 43) 97 (92 — 99)
<19 40 (27 - 53) 93 (88 — 98)
<20 52 (40 — 66) 92 (87 — 97)
<21 64 [51 — 76] 90 (84 — 95)
<22 75 (63 — 86) 78 (70 — 85)
<23 80 (69 — 91) 65 (56 — 73)
<24 84 (74 — 93) 58 (49 — 67)
<25 87 (78 — 96) 47 (38 — 57)
<26 91 (83 — 99) 42 (33 - 51)
<27 93 (86 — 100) 33 (24 - 41)
<28 93 (86 — 100) 27 (19 — 35)
<28 96 (91 — 100) 20 (13 - 27)
<30 96 (91 — 100) 16 (10 — 23)
<31 98 (95 — 100) 10 (5 — 16)
<32 100 7(2-13)

Tableau 10: Sensibilité et spécificité du réfractometre pour la détection d'un colostrum de
concentration < 50 g/L d'immunoglobulines (n = 171). [CHIGERWE et al., 2008]

Pour un seuil de décision de 21 % sur I'échelle de Brix et une concentration de
50 g/L d'lgG, QUIGLEY et al. (2012) ont calculé une sensibilité, spécificité, valeur
prédictive positive et valeur prédictive négative, respectivement, de 92,9 %, 65,5 %,
93,5 %, 63,3 % [Tableau 11].

seuil de décision
(% Brix)

sensibilité (%)
(IC0g5%)

spécificité (%)
(IC0g5%)

VPP (%) (ICos%)

VPN (%) (ICes)

18
19
20
21
22
23

99,4 (98,1-100,6)
98,7 (96,9-100,5)
98,7 (96,9-100,5)
92,9 (88,8-96,9)
85,7 (80,2-91,2)
72,1 (65,0-79,2)

24,1 (8,6-39,7)

24,1 (8,6-39,7)
27,6 (11,3-43,9)
65,5 (48,2-82,8)
79,3 (64,6-94,1)
96,6 (89,9-103,2)

87,4 (82,4-92,3)
87,4 (82,4-92,3)
87,9 (83,0-92,7)
93,5 (89,5-97,4)
95,7 (92,2-99,1)
99,1 (97,4-100,8)

87,5 (64,6-110,4)
77,8 (50,6-104,9)
80,0 (55,2-104,8)
63,3 (46,1-80,6)
51,1 (36,5-65,7)
39,4 (28,1-50,8)

Tableau 11 : Sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive (VPP) et valeur prédictive négative

(VPN) du

réfractométre pour

d'immunoglobulines (n = 183. [QUIGLEY et al., 2012]

la détection d'un colostrum de concentration < 50 g/L

Le réfractométre est donc un outil correct pour estimer la concentration en
IgG. Selon les auteurs, un colostrum est considéré comme « mauvais» si l'indice
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de réfractométrie est < 21 ou 22 % sur I'échelle de Brix, correspondant a une
concentration en IgG < 50 g/L. Le réfractometre est relativement simple d’utilisation,
utilisable au pied de l'animal, mais nécessite un étalonnage systématique entre
chaque mesure.

6.2.2. Pése colostrum

Le pése colostrum est un hydrometre qui mesure la densité du colostrum,
qui est elle-méme reliee de facon linéaire a la concentration en
immunoglobulines colostrales . Sur la base de cette relation linéaire, le pése
colostrum permet une évaluation indirecte, simple et a moindre codt de la
concentration en immunoglobulines du colostrum.

FLEENOR et STOTT (1980) ont montré que la densité du colostrum est
corrélée a la concentration en protéines totales du colostrum (r= 0,900 ; n =29, P <
0,0001) et a la concentration en immunoglobulines colostrales (r= 0,699 ; n =29, P
< 0,0001).

L’estimation indirecte de la concentration en immunoglobulines colostrales en
mesurant la densité du colostrum a été décrite chez différentes especes : bovins
[FLEENOR et STOTT, 1980 ; MECHOR et al.,, 1992 ; PRITCHETT et al, 1994 ;
QUIGLEY et al.,, 1994 ; MORIN et al., 2001 ; IMBERT, 2005], équins [LEBLANC et al.,
1986 ; WAELCHLI et al,, 1990 ; VENNER et al., 2008] et caprins [RUDOVSKY et al.,
2008].

La densité du colostrum mesurée au pese colostrum est mieux corrélée a la
concentration en protéines totales du colostrum (r = 0,76 a 0,900) qua la
concentration en immunoglobulines (r= 0,53 a 0,699) [FLEENOR et STOTT, 1980 ;
MORIN et al., 2001]. MECHOR et al. (1992) ont calculé une corrélation similaire entre
la densité et d’'une part, la concentration en protéines totales et d’autre part, la
concentration en immunoglobulines (r=0,87 ; n = 39, P <0,05).

FLEENOR et STOTT (1980) ont établi une premiére équation pour estimer
la concentration en immunoglobulines colostrales a partir de la mesure de la
densité du colostrum ([lg] = 211,4 x densité — 218,2) et a ainsi développé un
colostrometre dont I'échelle repose sur cette équation : intervalle de 5 mg/mL de 0 a
180 mg/mL d'lgG avec 3 couleurs différentes (rouge pour [IgG] < 22 mg/mL ; jaune
pour [IgG] = [22 ; 50 mg/mL] ; vert pour [IgG] > 50 mg/mL).

La corrélation entre I'estimation indirecte de la concentration en IgG au pése
colostrum et la mesure directe par la méthode de référence (IDR) évaluée chez les
bovins, équins et caprins est donnée dans (Tableau 12). Notons que ces corrélations
sont trés variables selon les études (der=0,31 ar =0,97).

coefficient de corrélation

espéce auteurs de Pearson (r) avec [IgG] effectif pr_o_bablllte
. (n) critique (P)
mesuree par IDR

[FLEENOR et STOTT, 1980] 0,699 29 < 0,0001
[MECHOR et al., 1992] 0,76 39 < 0,0001
bovins [PRITCHETT et al., 1994] 0,469 915 < 0,0001
[QUIGLEY et al., 1994] 0,38 88 < 0,0001

[MORIN et al., 2001] 0,53 40 0,0005

[IMBERT, 2005] 0,31 186 0,0001

48



[LEBLANC et al., 1986] 0,9 100 <0,05

équins  [WAELCHLI et al., 1990] 0,973 27 <0,01
[VENNER et al., 2008] * 0,88 360 < 0,0001
caprins [RUDOVSKY et al., 2008] 0,44 30 < 0,001

Tableau 12 : Comparaison interspécifique des coefficients de corrélation entre la densité mesurée au
colostrometre et la concentration en IgG mesurée par la méthode de référence. [Sources multiples]

* [IgG] mesurée par la méthode ELISA

La densité du colostrum dépend de la température [MECHOR et al., 1991 ;
MECHOR et al., 1992 ; RUDOVSKY et al., 2008]. Dans les conditions optimales
d’utilisation du pese colostrum définies par MECHOR et al. (1992), a 20 C,

[I9G] (mg/mL) = 958 x densité — 969

Toutefois, une autre équation permet de corriger la concentration en IgG a partir de
la densité du colostrum en tenant compte de la température du prélevement (n = 39 ;
pour des températures de colostrum de 0 a 40C, intervalle de 5C) :

[IgG] (mg/mL) = 853 x densité + 0,4 x température (T) — 866

Selon FLEENOR et STOTT (1980) et MORIN et al. (2001), la densité du
colostrum n’est pas corrélée a la concentration en matiére grasse. Cependant,
MECHOR et al. (1992) ont montré une corrélation négative entre la matiére grasse et
la densité du colostrum (r=-0,57 ;n =39 ; P <0,05).

Pour des colostrums de concentration en IgG de 70 g/L, PRICHETT et al.
(1994) ont estimé la sensibilité optimale du pese colostrum a 63 %, la spécificité a
85 % et la valeur prédictive négative a 95 % (n = 915 ; P < 0,001). Cependant, pour
un seuil de décision de 50 g/L (seuil pour la détection d’'un colostrum pauvre en
immunoglobulines), la sensibilité du pese colostrum n'est que de 32 % : ce qui
suppose que 2/3 des « mauvais» colostrums sont considérés comm e
acceptables par estimation de la concentration en immunoglobuline par le pese
colostrum.

valeur prédictive

seuil de décision (g/L) sensibilité (%) specificite (%) négative (%)
50 32 97 78
60 47 92 81
70 63 85 95
85 86 63 92

Tableau 13 : Sensibilité, spécificité et VPN du colostrométre (n = 915). [PRICHETT et al., 1994]

CHIGERWE et al. (2008) ont déterminé la sensibilité et la spécificité de deux
colostrometres pour différents seuils de décision. Les performances intrinséques des
colostrometres évaluées chez les bovins pour détecter les colostrums de
concentration en 1gG inférieure & 50 g/L sont faibles : pour les deux appareils, la
sensibilité a été estimée a 47 % (ICgys9.= 34 — 60 %) et 35 % (ICos0,= 22 — 47 %), pour
une spécificité de 93 % (ICgs0,= 88 — 98 %) et de 94 % (ICgs0.= 90 — 98 %). La
sensibilité optimale pour les deux appareils a été estimée respectivement a 75 %
(IC9s%s= 63 — 86 %) au seuil de décision de 70 g/L lors de la lecture du pese
colostrum et & 76 % (ICgs0,= 65 — 88 %) au seuil de décision de 87,5 g/L mais au
détriment de la spécificité (78 - 66 %) [Tableau 14].
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seuil de décision (g/L)

sensibilité (%) (IC

95%)

spécificité (%) (IC g50)

<10
<20
<30
<40
<50
<60
<70
<80
<90
<100
<110
<120
<130
<140

5(0-11)
11 (3-19)
21 (11 - 33)
29 (17 — 41)
47 (34 - 60)
61 (49 — 75)
75 (63 — 86)
80 (69 — 91)
93 (86 — 99)
96 (91 — 100)
100
100
100
100

99 (81 — 100)
98 (95 — 100)
97 (94 — 100)
95 (92 — 99)
93 (88 — 98)
83 (76 — 90)
78 (71 - 86)
66 (58 — 75)
52 (43 - 62)
40 (32 - 49)
29 (21 - 38)
25 (18 — 34)
9 (4 - 14)
0

Tableau 14 : Sensibilité et spécificité du colostrometre 1 pour la détection d'un colostrum de
concentration < 50 g/L d'immunoglobulines (n = 171). [CHIGERWE et al., 2008]

seuil de décision (g/L) sensibilité (%) (IC  gs5%) spécificité (%) (IC g50)

<25 11 (3-19) 99 (97 — 100)
<375 15 (5 — 24) 97 (93 — 100)
<50 35 (22 — 47) 94 (90 — 98)
<625 36 (24 — 49) 88 (85 — 91)
<75 67 (54 — 80) 74 (66 — 82)
<875 76 (65 — 88) 66 (58 — 75)
<100 89 (81 — 97) 53 (44 — 63)
<1125 91 (86 — 100) 40 (31 - 49)
<125 100 0

Tableau 15: Sensibilité et spécificité du colostrométre 2 pour la détection d'un colostrum de
concentration < 50 g/L d'immunoglobulines (n = 171). [CHIGERWE et al., 2008]

Le pése colostrum surestime  donc la concentration en immunoglobulines
des « mauvais » colostrums ([IgG < 50 g/L]) dans 30  a 50 % des cas.

*kkk
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Comparaison des coefficients de corrélation avec la concentration en IgG mesurée
par la méthode de référence des deux techniques d’évaluation de la qualité du
colostrum de la vache :

coefficient de
corrélation de

méthodes espéce auteurs Pearson (f) avec effectif  probabilité
indirectes . (n) critique (P)
[lgG] mesurée
par IDR
[MOLLA, 1980] 0,89 - < 0,001
[[IMBERT, 2005] 0,58 88 0,0001
bovins [CHIGERWE et al., 2008] 0,41 171 -
[BIELMANN et al., 2010] 0,73 273 < 0,001
réfractométre [MORRILL et al., 2012] 0,53 805 <0,0001
digital [QUIGLEY et al., 2012] 0,75 183 <0,01
ovins  [HARKER, 1978] * 0,79 - <0,05
[CHAVATTE, 1998] 0,85 20 -
équins  [CASH, 1999] 0,94 66 -
[VENNER et al., 2008] * 0,93 360 < 0,0001
EZ;%'TNOR et STOTT, 0,699 29 <0,0001
[MECHOR et al., 1992] 0,76 39 < 0,0001
bovins  [PRITCHETT et al., 1994] 0,469 915 < 0,0001
[QUIGLEY et al., 1994] 0,38 88 < 0,0001
colostrometre [MORIN et al., 2001] 0,53 40 0,0005
[IMBERT, 2005] 0,31 186 0,0001
[LEBLANC et al., 1986] 0,9 100 <0,05
équins  [WAELCHLI et al., 1990] 0,973 27 <0,01
[VENNER et al., 2008] 0,88 360 < 0,0001
caprins [RUDOVSKY et al., 2008] 0,44 30 < 0,001

Tableau 16 : Comparaison des coefficients de corrélation avec la concentration en IgG mesurée par
IDR du réfractometre digital et du colostrometre. [Sources multiples]

! [lgG] mesurée par la méthode de turbidité au sulfate de zinc
% [lgG] mesurée par la méthode ELISA

Comparaison des performances intrinséques des deux techniques d’évaluation de la
qualité du colostrum de la vache pour des seuils de référence fixés a 50 g/L d'lgG
colostrales :

méthodes seuil de — f g
indirectes décision auteurs sensibilité spécificité
réfractomatre [CHIGERWE et al., 2008] 75 % 78 %
digital 22 % Brix [BIELMANN et al., 2010] 92,5% 80,0 %
9 [QUIGLEY et al., 2012] 85,7 % 79,3 %
colostrometre 70 a/l. [PRICHETT et al. 1994] 63 % 85 %
9 [CHIGERWE et al., 2008] 75 % 78 %

Tableau 17 : comparaison de la sensibilité et de la spécificité du réfractométre digital et du
colostrometre. [Sources multiples]

Pour un seuil de décision de 50 g/L d'lgG  (soit 22 % sur I'échelle de Brix ),
le réfractometre est a privilégier  plutbt que le pese colostrum.

D’autres méthodes indirectes pour estimer la concentration en IgG du
colostrum ont été proposées : la néphélométrie (mesure de la turbidité, c’est-a-dire
des particules en suspension) [EISENHAUER et al., 1984] et la couleur du colostrum
[ARGUELLO et al., 2005]. La corrélation entre la concentration en IgG estimée par
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néphélométrie et mesurée par IDR a été évaluée a 0,975 (n = 225) chez la jument
par EISENHAUER et al. (1984). Le coefficient de régression linéaire entre la
concentration en IgG et la couleur du colostrum de la chevre a été calculé a 0,70 (n =
1084) et la sensibilite, la spécificité et la valeur prédictive négative ont été évaluées,
respectivement, a 93,03 %, 71,43 % et 78,12 % [ARGUELLO et al., 2005].

CHIGERWE et al. (2005) ont proposé une méthode immunologique
(immunoassay) pour estimer la concentration en 1gG. La sensibilité de cette
technique pour détecter des « mauvais » colostrum (< 50 g/L) a été calculée a 0,93.
Mais, il s’agit d'une méthode qualitative et non quantitative comme le sont la
réfractométrie et le pése colostrum.

*kkk

Le réfractometre et le pése colostrum sont deux outils d’évaluation indirecte
de la qualité du colostrum, utilisables au pied de l'animal. Les performances
intrinséques de ces deux outils n'ont pas été, jusq u'alors, évaluées chez la
brebis . Pour un seuil de décision de 50 g/L d’lgG pour qualifier un colostrum de
« bon », le réfractométre est plus sensible et plus spécifique que le pese
colostrum chez les bovins et, contrairement au pese colostrum, l'indice de
réfractométrie ne dépend pas de la température de I'échantillon. Le pese
colostrum surestime la qualité du colostrum dans 30 a 50 % des cas. Notre étude
expérimentale a pour objectif de déterminer les performances intrinseques de ces
deux méthodes chez la brebis afin de pouvoir disposer d'outils de mesure de la
qualité du colostrum fiables, répétables et pratiques d’utilisation.
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
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1. EVALUATION DES PERFORMANCES INTRINSEQUES DE LA
REFRACTOMETRIE ET DU PESE COLOSTRUM POUR L'EVALUATION
INDIRECTE DE LA CONCENTRATION EN IMMUNOGLOBULINES G1 DU
COLOSTRUM DE BREBIS

1.1. Matériel et méthode

1.1.1 Programme DEGERAM

Nos études expérimentales ont été réalisées a la station UPRA ovin allaitant
du Massif Central (races Blanche du Massif central, Limousine, Noire du Velay,
Bizet, Rava et Grivette) de I'organisme de sélection de FEDATEST, situé a Paysat-
Bas, Mazeyrat d’Allier (Haute-Loire).

Ces travaux de these s’integrent dans le cadre d’'un programme de recherche
et développement professionnel « génomique » des races rustiques DEGERAM
(développement génomique des races locales des massifs). Il est mis en ceuvre par
le CORAM (collectif des races des massifs) en collaboration avec 'UMT Santé des
Troupeaux de Petits Ruminants et FEDATEST. Ce programme, agréé en 2011 et
validé par le pole de compétence AGRIMIP, s’étend sur les filieres ovin allaitant, ovin
laitier et bovin allaitant de races rustiques des principaux massifs francais (Alpes,
Pyrénées, Massif central et Corse). Ce projet de deux ans est animé pour la filiere
ovin allaitant par FEDATEST sous couvert de la commission scientifique du CORAM
et en partenariat avec 'UMT Santé des Troupeaux de Petits Ruminants (représentée
par Fabien Corbiére et Jean-Marc Gautier). Notre étude participe au volet plus
prospectif du programme de recherche et a pour but dévaluer la faisabilité d’'un
schéma de sélection des brebis sur la quantité et la qualité du colostrum.

1.1.2 Périodes

L'évaluation des performances intrinséques de la réfractométrie et du péese
colostrum pour I'évaluation indirecte de la concentration en IgG du colostrum a été
mise en ceuvre en deux temps : pendant la saison d’agnelages d’avril 2012 (du 20 au
29 avril 2012) et celle de janvier 2013 (du 05 au 15 janvier 2013).

1.1.3. Choix des brebis

Nous disposions d'un effectif total de 334 prélévements de colostrum :

- 100 échantillons issus de brebis de race Blanche du Massif Central et Noire
du Velay, sans critére d’inclusion particulier, dont le colostrum a été prélevé a
'agnelage ;

- 50 échantillons issus de brebis sélectionnées a partir des résultats de 2012,
prélevées une seconde fois en janvier 2013, a la mise bas ;

- 100 échantillons de colostrum prélevés a TO, T6, T12 et T18 post-partum sur
40 brebis issues du second protocole d’avril 2012 ;

- et 84 échantillons de colostrum prélevés a TO, T6 et T12 post-partum sur 30
brebis de race Lacaune issues du second protocole de janvier 2013.

Les brebis ont été inséminées apres traitements hormonaux de
synchronisation des chaleurs.
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1.1.4. Modes opératoire et natures des prélevements

Les brebis ont été placées en case d'agnelage individuelle a la mise bas.
Trente mL de colostrum ont été prélevés dans un flacon non stérile (dans les 30
minutes post-partum).

La viscosité du prélevement a été appréciée qualitativement et notée sur une
échelle de 1 (peu visqueux = lait) a 3 (tres visqueux = créeme). Les échantillons ont
été identifiés par le numéro d’identification national de la brebis et conservés au frais
puis congelés dans la journée.

Trois aliquotes et I'échantillon de 30 mL ont été congelés. Une aliguote a été
conservée a 'ENVT, les 2 autres ainsi que le flacon de 30 mL ont été transférés au
Centre Interprofessionnel d’Analyse Laitiere du Sud-Ouest (CIALSO) a Auch.

1.1.5. Analyses

« Dosage des 1gG

Les IgG ont été dosées au Centre Interprofessionnel d’Analyse Laitiére du
Sud-Ouest (CIALSO) a Auch. La concentration en IgG a été mesurée par
immunodiffusion radiale (IDR). Une solution d’agarose diluée a 1 % a été melangée
a une solution tampon de barbital de sodium a 0,1 % d'azide de sodium. Des
anticorps anti-lgG ovines ont été ajoutés a ce mélange et 11 mL sont placés dans la
boite de Pétri. Une fois la gélose solidifiée, des puits de 3 mm de diamétre ont été
creusés. Les échantillons de colostrum ont été dilués a 1/120 dans la solution
tampon de barbital de sodium et 5 pL de chaque préparation ont été placés dans les
puits. Le diameétre de la zone de précipitation a été mesuré aprés 72 heures
d’incubation a 23<C. La concentration en IgG a été déterminée a partir de courbes de
référence obtenues par dilutions en série d’lgG ovines.

 Dosage de la matiére grasse

La concentration en matiere grasse a été mesurée par la méthode de
référence Gerber au Centre Interprofessionnel d’Analyse Laitiere du Sud-Ouest
(CIALSO) a Auch.

« Mesures au réfractometre et pése colostrum

Les analyses par réfractométrie et au pése colostrum ont été réalisées par nos
soins a la station de FEDATEST du 24 au 29 avril 2012, puis du 6 au 15 janvier
2013.

Les échantillons congelés ont été décongelés la veille de I'analyse ou mis en
bain-marie quelques heures avant pour atteindre une température moyenne de
21,5C (de 18,7C a 27,6C). Les prélevements ont € té homogénéisés par
retournements. La température a été mesurée pour tous les échantillons avant les
analyses par un thermometre digital. Trois aliquotes de 2 mL par échantillon ont été
réalisées pour tous les prélevements, identifiées par le numéro de travail de la
brebis.

La concentration en IgG a été estimée au réfractometre digital Brix. Entre
chaque mesure, le refractometre était rincé a deux reprises a I'eau distillée, étalonné
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puis séché avec précaution. Une goutte de colostrum était placée dans la cupule du
réfractometre a l'aide d’'une pipette a usage unique. Au minimum 2 lectures ont été
réalisées, et 2 autres supplémentaires si les valeurs différaient de 1% sur I'échelle de
Brix.

La concentration en IgG a ensuite été mesurée au pese colostrum. Le
colostrum était aspiré lentement et la lecture réalisée une fois le flotteur stabilisé.
Entre chaque mesure, le pése colostrum était rincé trois fois a I'eau trés chaude puis
une fois a I'eau froide.

1.1.6. Analyses statistiques
Les données ont été analysées par le logiciel SAS ® (version 9.1).

La description des variables quantitatives (indice de réfractométrie, mesure au
pese colostrum, concentration en IgG, concentration en MG et température) est
issue de la procédure « proc means » sous SAS®. Tous les résultats sont présentés
avec la moyenne et I'écart-type.

La procédure «proc gchart» sous SAS® est utilisée pour tracer les
histogrammes horizontaux afin d’évaluer la normalité de nos résultats.

Les corrélations entre les différentes méthodes (réfractométrie, pése
colostrum, IDR) sont calculées par la procédure « proc reg » sous SAS®.

La sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) du réfractometre et du pése
colostrum sont calculées par la procédure « proc freq » réitérée dans une macro
« %macro ». Les résultats sont donnés par représentation des courbes ROC
(sensibilité = f (1-spécificité)) obtenues par la procédure « proc gplot » sous SAS®.
Le choix du seuil de décision associé aux meilleures performances intrinseques s’est
fait sur la base de la minimisation de l'indice de Youden (Y=1-(Se+Sp) et en
maximisant le pourcentage d’échantillons bien classés (efficacité).

L’influence de la concentration en IgG mesurée par IDR, de la matiére
grasse et de la température (variables continues) sur l'indice de réfractométrie et sur
la mesure au pese colostrum est évaluée par le calcul des coefficients de corrélation
de Pearson « proc corr » et par régression linéaire «proc reg » sous SAS ®.

L’influence de la viscosité (variable catégorielle) est évaluée par
comparaison de moyennes entre plusieurs groupes (ANOVA) « proc nparlway
anova », puis par comparaison de moyennes deux a deux (test de Student) «proc
ttest » lorsqu’une différence significative est observée par méthode ANOVA.

L’influence de la période de I'étude (variable catégorielle) est évaluée par
comparaison de moyennes entre deux groupes (année 2012 versus 2013) (test de
Student) «proc ttest » apres verification de la distribution normale des variables et de
I'égalité des variances.

Le jour du prélévement et I'opérateur sont des variables catégorielles dont il
convient de définir des variables indicatrices. L'influence de ces deux parametres est
analysée par deux procédures « proc reg » et « proc mixed » sous SAS®.

Une association a été considérée comme statistiquement significative au
seuil de risque alpha 5 %.
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1.2. Résultats

1.2.1. Répétabilité de la méthode de référence

La répétabilité de I'immunodiffusion radiale a été évaluée par régression
linéaire a partir des résultats de deux dosages de mémes échantillons (n=31). Le
coefficient de corrélation de Pearson entre les deux mesures de la concentration en
IgG par IDR est de 0,98 (P<0,0001). Le pourcentage (en valeur absolue) de
différence entre les deux mesures était en moyenne de 7,4 +/- 0,7 % (minimum 0,4
% ; maximum 14,5 %). Malgré cette évaluation approximative, I'immunodiffusion
radiale semble donc une méthode répétable. Le calcul de la répétabilité et de la
reproductibilité aurait nécessité un plus grand nombre de mesures (au moins 10) par
échantillon.

1.2.2. Corrélations entre réfractométrie, mesure au pese colostrum
et méthode de référence

« Statistiques descriptives

La description des résultats est donnée dans le tableau 18. La concentration
moyenne en IgG mesurées par IDR est de 54,2 g/L. L'écart-type est trés élevé (40,7
g/L), ce qui souligne une variabilité interindividuelle élevée.

mesures n moyenne écart-type minimum  maximum
indice de réfractométrie (% Brix) 493 25,32 7,01 8,75 43,50
pése colostrum (g/L) 464 77,32 32,59 0 133,00
[lgG] par IDR (g/L) 334 54,23 40,72 0,30 260,78
[MG] (g/L) 330 92,85 35,59 8,75 198,40
température () 494 22,14 1,87 18,60 27,60

Tableau 18 : statistiques descriptives des différentes mesures réalisées sur le colostrum.

Les distributions des concentrations en IgG1 mesurées par immunodiffusion
radiale (g/L) et estimées au réfractometre (% Brix) et au pése colostrum sont
présentées dans les figures 14, 15 et 16. Deux tiers (222/334) des échantillons
avaient une concentration en IgG1 mesurées par IDR comprise entre 25 et 75 g/L et
15 % (51/334) des échantillons avaient une concentration en IgG1 inférieure a 25
g/L.
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Concentration en IgG mesurée par IDR (g/L)
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Figure 14 : Distribution des concentrations en IgG mesurées par IDR (g/L) (n=334).
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Mesure au pése colostrum (g/L) O, .
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Figure 16 : Distribution des mesures au pése colostrum (g/L) (n=464).

« Corrélation entre indice de réfractométrie et IDR

La relation entre lindice de réfractométrie et la concentration en IgG1l
mesurée par la méthode de référence (IDR) est présentée dans la figure 17.

La concentration en IgG1 (g/L) est significativement corrélée a l'indice de
réfractométrie (% Brix) (n = 333 ; R“= 0,61 ; P < 0,0001) : une augmentation de 10
g/L de la concentration en IgG1l mesurée par IDR se traduit en moyenne par une
augmentation de 1,4 + 0,0006 % Brix.

Trente prélevements avaient des valeurs trés proches en réfractométrie (31
% Brix) pour des mesures en IDR tres variables (entre 28 et 100 g/L d’'lgG1) [Figure
17]. Ces échantillons ont été contrélés en réfractométrie et en IDR avec des résultats
tres proches des valeurs initiales. L’origine de ces résultats étonnants n’est pour le
moment pas expliquée.
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Indice de réfractométrie (REF_F) (% Brix)
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Figure 17 : Relation entre l'indice de réfraction et la concentration en IgG mesurée par IDR (n=333).

. Corrélation entre mesure au pese colostrum et IDR

La relation entre la mesure au pése colostrum et la concentration en IgG1l
mesurée par la méthode de référence (IDR) est présentée dans la figure 18. Pour
certains prélevements de colostrum, la mesure au pése colostrum était supérieure a
I'échelle maximale disponible (125 g/L). Pour ces échantillons, la valeur de 125 g/L
leur a été arbitrairement attribuée.

La concentration en IgG1 (g/L) influence significativement la mesure au pese
colostrum (g/L) (n = 310 ; R®= 0,58 ; P < 0,0001) : une augmentation de 10 g/L de la
concentration en IgG1 mesurée par IDR se traduit par une augmentation de 6,5 g/L
0,03 g/L de la mesure au pése colostrum.
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Figure 18 : Relation entre la mesure au pése colostrum et la concentration en IgG mesurée par IDR
(n=310).

. Corrélation entre mesure au réfractometre et pése colostrum

La relation entre l'indice de réfractométrie et I'estimation de la concentration
en IgG1 au pése colostrum est présentée dans la figure 19.

L'indice de réfractométrie (% Brix) et la mesure au colostromeétre (g/L) sont
apparus fortement corrélés (n = 460 ; R*= 0,84 ; P < 0,0001).
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Figure 19 : Relation entre l'indice de réfractométrie (% Brix) et la mesure au pése colostrum (g/L)
(n=460).

1.2.3. Performances intrinséques du réfractometre et du pese
colostrum

. Sensibilité et spécificité du réfractometre

Les performances intrinséques (sensibilité, spécificité et leurs intervalles de
confiance binomiaux exacts a 95% (IC gs%)) du réfractometre digital et du pése
colostrum pour la détection d’'un colostrum de concentration en IgG1 mesurée par
IDR inférieure a 50 g/L sont présentées dans les tableaux 19 et 20 et en annexes 1
et 2.

Les performances intrinseques de la réfractométrie sont optimales (indice de
Youden maximal) pour un seuil de décision de 24 % Brix. Au seuil de décision de 24
% Brix, la sensibilité est de 81,7 % (IC g59, = 75,0 — 87,2) et la spécificité de 88,4 %
(IC 950 = 82,5 — 92,9) [Tableau 19 ; Figure 20]. Pour ce seuil de décision, 85,0% des
échantillons étaient bien classés.
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Sensibilté (%)

Seuil Se (%) Seinf. Sesup  Sp (%) Spinf. Spsup Y ouden Efficacité

20 59,17 51,36 66,66 98,17 94,75 99,62 57,34 78,38
21 62,13 54,36 69,47 96,95 93,03 99,00 59,08 79,28
22 65,68 58,00 72,80 95,73 91,40 98,27 61,41 80,48
23 76,92 69,83 83,05 91,46 86,09 95,25 68,39 84,08
24 81,66 74,99 87,18 88,41 82,50 92,88 70,07 84,98
25 85,21 78,94 90,19 82,32 75,60 87,83 67,52 83,78
26 87,57 81,63 92,14 75,61 68,30 81,97 63,18 81,68
27 91,72 86,49 95,40 62,80 54,92 70,21 54,52 77,48
28 92,31 87,21 95,84 57,93 49,98 65,58 50,23 75,38
29 93,49 88,65 96,71 57,93 49,98 65,58 51,42 75,98
30 93,49 88,65 96,71 57,93 49,98 65,58 51,42 75,98

Tableau 19 : Extrait du calcul des sensibilités et spécificités du réfractomeétre (n=333) pour la détection
des colostrums avec des concentrations en IgG1 inférieures a 50g/L. IC 95 % = intervalle de confiance
binomial exact a 95%.
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Figure 20 : Courbe ROC (Se=f (1-Sp)) pour le réfractométre.

. Sensibilité et spécificité du pese colostrum

Les performances intrinseques du pése colostrum sont optimales (indice de
Youden maximal) pour un seuil de décision de 74 g/L. Compte tenu de la graduation
du pése colostrum, nous avons retenu le seuil de décision de 75 g/L pour juger un
prélevement de « bon » colostrum. Au seuil de décision de 75 g/L, la sensibilité est
de 79,8 % (IC 950, = 72,8 — 85,6) et la spécificité de 89,1 %(IC g5, = 82,9 — 93,6)
[Tableau 20 ; Figure 21]. Pour ce seuil de décision, 84,2% des échantillons étaient
bien classés.
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Sensibilté (%)

Seuil Se (%) Seinf. Sesup Sp(%) Spinf. Spsup Y ouden Efficacité

70 73,62 66,16 80,20 93,20 87,85 96,69 66,82 82,90
72 75,46 68,12 81,85 93,20 87,85 96,69 68,66 83,87
73 77,30 70,10 83,49 91,16 85,35 95,21 68,46 83,87
74 78,53 71,42 84,56 90,48 84,54 94,69 69,00 84,19
75 79,75 72,76 85,64 89,12 82,93 93,65 68,87 84,19
76 80,37 73,43 86,17 85,03 78,22 90,38 65,40 82,58
77 80,98 74,10 86,70 83,67 76,69 89,25 64,66 82,26
78 81,60 74,78 87,22 82,31 75,17 88,11 63,91 81,94
79 84,05 77,51 89,31 81,63 74,41 87,53 65,68 82,90
80 84,05 77,51 89,31 80,95 73,66 86,95 65,00 82,58

Tableau 20 : Extrait du calcul des sensibilités et spécificités du pése colostrum (n=310) pour la
détection des colostrums avec des concentrations en IgG1 inférieures a 50g/L. IC 95 % = intervalle de
confiance binomial exact & 95%.
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Figure 21 : Courbe ROC (Se=f (1-Sp)) pour le pése colostrum.

1.2.4. Effets des facteurs intrinséques et extrinseques

L’influence des facteurs intrinseques (température, concentration en matiere
grasse) et extrinseques (opérateur, année, jour de la mesure) a été évaluée en les
incluant comme variables explicatives dans des modeéles de régressions linéaires, en
plus de la variable de concentration en IgG1.

Aucune influence de I'opérateur, de I'année, de la date de mesure, ou de la

température (dans les limites des conditions de mesure) (P > 0,15) n'a pu étre mise
en évidence sur les valeurs obtenues par réfractométrie et au pese colostrum.
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La concentration en matiére grasse n’influence pas la mesure au pése
colostrum (n = 310, P = 0,3043) alors qu’elle influence significativement l'indice de
réfractométrie (n = 329; P < 0,0001). Une augmentation de 10 g/L de la
concentration en matiére grasse se traduit par une augmentation de 0,5 + 0,006%
Brix de l'indice de réfractométrie.

1.2.5. Relation entre viscosité du colostrum et concentration en
lgG1

La viscosité est apparue significativement corrélée a la concentration en
IgG1 mesurée par IDR, la concentration en matiere grasse, I'indice de réfractométrie
et la mesure au pése colostrum (P < 0,0001) [Tableau 21].

Concentration en IgG par Concentration en MG

Viscosité IDR
n moyenne P n moyenne P
1 65 53,27 64 72,19
2 48 72,50 <0,0001 47 95,12 <0,0001
3 20 104,13 20 120,88
Indice de réfractométrie Mesure au pése
Viscosité colostrum
n moyenne P n moyenne P
1 102 23,48 98 72,19
2 89 28,83 <0,0001 86 95,12 <0,0001
3 42 33,43 42 120,88

Tableau 21 : Influence de la viscosité (ANOVA).
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2. ESTIMATION DU VOLUME DE COLOSTRUM ET DE LA MASSE D'IGG1
PRODUITS PAR LES BREBIS SUR 12 HEURES — ENDOCRINOLOGIE

2.1. Matériel et méthodes

2.1.1. Périodes

L’évaluation du volume de colostrum et des masses d’lgGl et de matiere
grasse produits a été réalisée en deux temps :
- La manipulation d'avril 2012 a permis de valider le protocole expérimental et
d’évaluer la variabilité de la qualité et de la quantité du colostrum.
- La manipulation de janvier 2013 a eu pour objectif de compléter les données
de 2012 et détudier la cinétique hormonale (progestérone, cortisol et
prolactine) en péripartum.

2.1.2. Suivi de lamasse d’lgG, du volume et de la masse de MG

e« Choix des brebis

En avril 2012, les prélévements ont été réalisés sur 40 brebis de race Blanche
du Massif Central (BMC) et Noire du Velay (NV), sans critere d’inclusion particulier.

Les brebis ont été inséminées sur retours en chaleurs (les agnelages se sont
étalés sur une semaine). Les mises bas de triplets ont été exclues de
'expérimentation afin de ne pas pénaliser les nouveau-nés de la restriction
colostrale.

En janvier 2013, les brebis de race Lacaune (un seul type génétique) ont été
sélectionnées dés la mise a la lutte d’aolt. La gestation a été confirmée par
échographie fin octobre 2012.

Le nombre et le choix des brebis a prendre en compte ont été définis par
'TUMT Santé des Troupeaux de Petits Ruminants: environ 100 brebis ont été
inséminées, pour n’en retenir qu’environ 30 sur les différents criteres d’inclusion
(age, taille de portée, NEC, index « valeurs maternelles »). L'objectif était d’avoir un
lot de brebis homogeéne sur les critéres de la race, de I'age (2°™° mise-bas), de la
taille de portée (dénombrement par échographie) et de la NEC. A l'inverse, les brebis
ont été sélectionnées en maximisant les écarts sur les index valeurs maternelles et
valeurs laitieres.

La manipulation de janvier 2013 était initialement prévue en race BMC en
choisissant des brebis issues de 5 péres différents ayant des index de valeurs
maternelles extrémes (6 brebis par pére). Malheureusement, le taux de réussite a
'insémination artificielle a été catastrophique sur le lot prévu a cet effet (12%), en
raison d’une mauvaise conservation de la semence. En conséquence, un lot de
Lacaune a été utilisé, mais compte tenu des critéres d’inclusion cités ci-dessus, la
répartition par pere n'a pas pu étre respectée. De ce fait, I'exploration de l'effet
« pére » n'a pu étre réalisée sur la base de cette expérience.

« Modes opératoire et natures des prélevements

Les brebis ont été placées en case d’agnelage individuelle a la mise bas. Les
agneaux ont été séparés de leur mére une fois séchés dans un petit parc construit &
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I'intérieur de la case individuelle. Ce dispositif a permis un contact étroit entre la
brebis et ses agneaux mais a interdit la tétée. Une fiche de suivi numérotée par ordre
d’entrée des brebis a été placée devant chaque case individuelle (Annexe 5).

La note d’état corporelle (NEC) de la brebis a la mise bas a été évaluée par un
méme opérateur.

Cing minutes avant chaque traite, une injection d’ocytocine (10 Ul soit 2 mL) a
été réalisée par voie intramusculaire dans I'encolure.

L’hémi-mamelle droite a été vidangée totalement toutes les 6 heures apres la
mise bas jusqu’a 18 heures en avril 2012 et jusqu’a 12 heures en janvier 2013.

= Prélevements de colostrum

Toutes les 6 heures (TO, T6, T12 +/- T18), 30 mL de colostrum ont été
prélevés dans un flacon non stérile. Le flacon était identifié par le numéro d’ordre
d’entrée en case individuelle de la brebis et par le numéro d’ordre du prélévement
TO, T6, T12 et T18. La date et I'heure précise du prélevement étaient enregistrées
sur la fiche de suivi ainsi que I'heure précise des préléevements suivants a réaliser.
Les flacons ont été réfrigérés puis congelés dans la journée.

= Mesure du volume de colostrum

Toutes les 6 heures, 'hémi-mamelle droite était traite totalement dans un
verre mesureur gradué. Le volume était enregistré sur la fiche de suivi. Le colostrum
était conservé en bouteille au bain-marie pour la tétée des agneaux.

D’autres informations ont été notées sur les fiches de suivi :
- L’aspect macroscopique de la mamelle et des sécrétions (lésion,
déséquilibre, agalactie, mammite clinique). Les brebis présentant de
telles anomalies ont été exclues de I'expérimentation (1 en 2012 et 2
en 2013).
- La date et I'heure précise de la mise bas.
- La note d’état corporel de la brebis a la mise bas et taille de la portée.

Pendant la traite compléte de I'hémi-mamelle droite, les agneaux étaient
autorisés a téter 'hémi-mamelle controlatérale pendant 10 minutes. Puis, ils étaient a
nouveau separes de leur mére jusqu’a la traite suivante. Les nouveau-neés recevaient
un complément de colostrum au biberon, fourni par la traite compléte de I'hémi-
mamelle d’intérét (réchauffé au bain-marie si nécessaire). Les brebis étaient traites
uniguement pendant les prélévements toutes les 6 heures pour ne pas stimuler la
sécrétion entre les traites.

= Prélevement pour bactériologie

A TO, un prélévement pour analyse bactériologique a été réalisé avant toute
tétée des agneaux et avant tout autre prélevement. Les premiers jets étaient
eliminés, le trayon et les mains de I'opérateur désinfectés deux fois a 'alcool a 70°et
un jet prélevé de fagon aseptique en flacon stérile. L’échantillon, identifié par le
numero de travail de la brebis était réfrigéré puis congelé dans la journée.

67



= Prélévements pour dosages hormonaux

En janvier 2013, des prélevements sanguins ont été réalisés sur les 30 brebis
sélectionnées, sur tubes Héparinate de lithium (tubes verts 9 ml), a heure fixe (8
heures, avant la distribution de la ration), les 26, 27, 28, 29 et 31 décembre 2012
ainsi que les 2, 3, 4, 5 janvier 2013, puis tous les jours sur les brebis restant a
agneler. Deux derniers prélévements étaient effectués, au moment de la mise bas
(TO) et 12 heures aprés lI'agnelage (T12). Le sang a été prélevé a la veine jugulaire.
Les tubes ont été mis au réfrigérateur immédiatement aprés la réalisation des
prélevements puis centrifugés dans un délai maximum de 8 heures aprés
prélévement, a 4000 tours pendant 10 min. Trois a 4 aliquotes de plasma ont été
faites pour chaque tube. Les échantillons ont été identifiés par un numéro attribué a
chaque brebis (de 1 a 30), et classés dans des sacs identifiés par jour de
prélevement, TO et T12. lls ont été ensuite congelés a -20<C.

Sur ces échantillons de plasma hépariné ont été dosés le cortisol, la
progesterone et la prolactine.

 Analyses

= Dosage des IgG et de la matiére grasse.

Ces mesures ont été réalisées au CIALSO de Auch, selon les méthodes
décrites précédemment.

= Bactériologie

Les analyses bactériologiques ont été realisées au laboratoire vétérinaire
départemental du Tarn-et-Garonne (LVD82), suivant la technique d’analyse éditée
par le CNEVA sous la référence Bactériologie animale/Pr 116/00/BA 140/00. Elles
reposent sur l'isolement des colonies aprés ensemencement d’'un milieu non sélectif
solide (gélose au sang coulée dans une boite de Pétri) avec ou sans enrichissement,
puis identification des germes et recherche de levures et moisissures.

= Cortisol

Les concentrations plasmatiques en cortisol ont été mesurées par
immunodosage enzymatique compétitif ST AIA-PACK CORT® a I'INRA, unité
PEGASE, Rennes. Le cortisol présent dans I'échantillon testé entre en compétition
avec le cortisol marqué sur un nombre limité de sites de liaison d’un anticorps propre
au cortisol immobilisé sur des billes magnétiques. Les billes magnétiques sont lavées
afin d’enlever le cortisol marqué non lié, puis incubées avec un substrat
fluorogénique, le 4-méthylumbelliféryl phosphate (4MUP). La quantité de cortisol
marqué qui se lie aux billes est inversement proportionnelle a la concentration de
cortisol dans I'échantillon. Une courbe de calibration est réalisée a l'aide de
calibrateurs de concentration connue, et est ensuite utilisée pour calculer les
concentrations de cortisol des échantillons.

Les moyennes des valeurs pour les échantillons de contréle de concentrations
faible, moyenne et élevée étaient respectivement de 14,6 ng/mL, 23,2 ng/mL et 44,0
ng/mL. Les coefficients de variation intra et inter-essais étaient respectivement de
3,6 % et 4,0 %. La concentration minimale détectable de cortisol est de 0,2 ng/mL.
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= Progestérone

Les concentrations plasmatiques en progestérone ont été déterminées par
immunodosage enzymatique compétitif ST AIA-PACK PROG®, a I'INRA, unité
PEGASE, Rennes. La progestérone présente dans I'échantillon testé entre en
compétition avec la progestérone marquée sur un nombre limité de sites de liaison
d’un anticorps propre a la progestérone immobilisée sur des billes magnétiques. Les
billes magnétiques sont lavées afin d’enlever la progestérone marquée non liée, puis
incubées avec un substrat fluorogénique, le 4-méthylumbelliféryl phosphate (4MUP).
La quantité de progestérone marquée qui se lie aux billes est inversement
proportionnelle a la concentration de progestérone dans I'échantillon. Une courbe de
calibration est réalisée a l'aide de calibrateurs de concentration connue, et est
ensuite utilisée pour calculer les concentrations de progestérone des échantillons.

Les moyennes des valeurs pour les échantillons de contréle de concentrations
faible, moyenne et élevée étaient respectivement de 4,44 ng/mL, 7,10 ng/mL et
13,02 ng/mL sur sérum. Les coefficients de variation intra et inter-essais étaient
respectivement de 9,9 % et 11,3 %. Le coefficient de corrélation entre le sérum et le
plasma hépariné étaient de 0,997 (n = 73). L’héparine (jusqu’a 100 U/mL) n’interfere
pas avec le dosage. La concentration minimale détectable de progestérone était de
0,1 ng/mL.

= Prolactine

Les concentrations plasmatiques en prolactine ont été mesurées par dosage
radioimmunologique avec de la prolactine marquée a l'iode 125 a 'INRA, unité PRC,
Nouzilly. Les moyennes des valeurs pour les échantillons de contréle de
concentrations faible, moyenne et élevée étaient respectivement de 7,54 ng/mL, 9,87
ng/mL et 60,59 ng/mL avec des -coefficients de variation intra-essais de
respectivement 2,12 %, de 7,29 % et 5,46%. La concentration minimale détectable
de prolactine était de 2,5 ng/ml.

« Analyses statistiques

Les données ont été analysées par le logiciel SAS ® (version 9.1).

La description des variables quantitatives (concentration en IgG, concentration
en matiére grasse, volume, masse d’lgG, masse de matiére grasse) a résulté de la
procédure « proc means » sous SAS®.

Les cinétiques des concentrations en IgG, des volumes, des concentrations
en matiere grasse, des masses en IgG et en matiére grasse ainsi que les cinétiques
des dosages hormonaux (pour chaque brebis et moyennes) ont reposé sur la
procédure « proc gplot » sous SAS®.

La comparaison des volumes, concentrations et masses entre les différentes
traites a éteé faite a l'aide de tests de Student pour les données appariées et de tests
de rangs de Wilcoxon pour les données appariées quand les effectifs étaient faibles.

Les relations entre les différentes variables quantitatives (masse, volume) ont
été calculées par régression linéaire (« proc reg »).

L’influence des variables catégorielles (prolificité, NEC) a été évaluée par
comparaison de moyenne entre plusieurs groupes (ANOVA) «proc nparlway
anova», puis par comparaison de moyennes (masse d’lgG, volume et masse de MG)
deux a deux (test de Student) «proc ttest» lorsqu’une différence significative a été
observée par méthode ANOVA ou par test des rangs de Mann-Whitney-Wilcoxon
«proc nparlway wilcoxon» lors d’effectifs faibles.
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L’influence de I'état sanitaire de la mamelle (saine versus mammite
subclinique) et de l'année (avril 2012 versus janvier 2013) est analysée par
comparaison de moyennes (masse d’IgG, volume et masse de MG) (test de Student)
« proc ttest» ou par le test des rangs de Mann-Whitney-Wilcoxon lorsque les
effectifs étaient faibles et hétérogenes « proc nparlway wilcoxon ».

L'influence des variables catégorielles (opérateur et date de prélevement) dont
il convient de définir des variables indicatrices a été évaluée par deux procédures
« proc reg » et « proc mixed » sous SAS®.

Une association a été considérée comme statistiquement significative au
seuil de risque alpha 5 %.

2.2. Résultats

2.2.1. Validation du protocole et premiers résultats

Cette partie présente les résultats obtenus lors de la manipulation d’avril 2012
sur 40 brebis.

« Validation du matériel et méthode

Le dispositif de séparation des agneaux des la naissance s’est avéré efficace
et non pénalisant pour les nouveau-nés. Le lien brebis/agneau n’'a pas été altéré
puisqu’une fois sortie du protocole, aucune brebis n’a abandonné son/ses agneau(X).
Le taux de mortalité des agneaux a 1 mois et la croissance des jeunes n’ont pas été
impactés suite au protocole.

e Concentrations et masse d’'lgG1 a 18h post-partum

La concentration moyenne en IgG1l était quasi-nulle 18 heures aprés
l'agnelage : 1,1 £ 0,1 g/L (minimum 0,3 g/L ; maximum 2,8 g/L).

+ Part de chaque traite dans la masse totale d'lgG1

Par mesure d’économie, les dosages d'lgG1l et de matiére grasse ont été
réalisés a tous les points de prélévements sur uniguement 20 brebis.

Les deux premiéres traites (TO et T6) contribuent en moyenne pour 88,7 % +
1,8 % a la masse totale d’IgG1 produite sur 18 heures [Tableau 22].

La production d’'lgG1l a T18 correspond a 0,7 % (1,2 g/L) en moyenne (entre
0,09 % et 2,38 %) de la quantité totale produite sur 18 heures (minimum 0,3 % ;
maximum 2,8 %) [Tableau 22].

Le maintien du préléevement a T12 semblait important car il représente en
moyenne 10 % de la production totale d’lgG sur 18 heures, mais avec une grande
variabilité (entre 1 et 30 %). Le classement des brebis selon la masse d’lgG produite
differe si ce prélévement n’est plus pris en compte.
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traite moyenne (%) écart-type (%) minimum (%) maxim  um (%)

TO 59,3 17,3 21,8 83,7
T6 29,3 11,9 14,3 50,9
T12 10,6 7,8 1,3 32,9
T18 0,7 0,6 0,1 2,4

Tableau 22 : Part (%) de chaque traite dans la masse totale d’lgG (n=20).

Cette premiere étude davril 2012 a permis de valider le protocole
expérimental. Du fait de la tres faible contribution du prélévement de colostrum a T18
(0,7 % de la masse totale d’lgG [0,1 ; 2,4 %], ce prélevement n’a pas été maintenu
pour I'étude de janvier 2013.

Les résultats suivants regroupent les analyses sur 12 heures des deux
protocoles d’avril 2012 et de janvier 2013.

2.2.2. Volume de colostrum produit sur 12h post-partum

+ Distribution du volume total produit sur 12 heures

Le volume total de colostrum produit sur 12 heures post-partum présente
une trés grande variabilité interindividuelle : moyenne 603,4 + 28,4 mL ; écart-type
234,0 mL ; minimum 62,0 mL ; maximum 1430,0 mL (n=68) [Figure 22].

CUM. CU
Volume total de colostrum produit sur 12 h (mL) FRED. FRED. FLCT. PC
100 1 1 1.52 1.
300 7 g 10.61 17.
200 24 32 36.36 48 .
o0 17 49 25.76 e
g00 8 57 12,112 86
1100 3 iy 4. 55 90 .
0 iRl 0.0D 90 .
] b6 .09 100

| T T T T T T T T | T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T |

0 10 20 30

Fréguence

Figure 22 : Fréquence de distribution des volumes totaux de colostrum produits sur 12h (n=66).

+ Evolution du volume moyen de colostrum

La comparaison des moyennes des volumes produits a TO, T6 et T12 indique
une production significativement plus faible a T12 (170 ,8 + 8,46 mL) qu'a TO (217,3
+ 15,9 mL ; test de rangs signés de Wilxcon ; P = 0,011) et T6 (215,4 £ 11,9; P <
0.0001) [Tableau 23].
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traite moyenne (mL) écart-type (mL) minimum (mL max  imum (mL)

TO 217,28 126,11 5,00 640,00
T6 215,37 98,07 20,00 530,00
T12 170,76 69,77 15,00 330,00

Tableau 23 : Moyennes des volumes produits a TO, T6 et T12 (n=66).

« Part de chaque traite dans le volume total de colostrum produit

Du fait d’'une production moindre a T12, la contribution de cette traite au
volume total est significativement moindre qu’a TO (P = 0,0294) et T6 (P = 0,0011),
méme si les écarts ne sont pas tres importants. Notons cependant qu'il existe de
grandes variations entre les brebis [Tableau 24].

traite moyenne (%) écart-type (%) minimum (%) maxim  um (%)
TO 32,93 15,72 1,01 73,12
T6 33,80 13,13 2,70 72,53
T12 27,63 11,06 3,45 59,68

Tableau 24 : Part (%) de chaque traite dans le volume total de colostrum produit sur 12 h (n=66).

+ Relation entre le volume de colostrum a TO, a T6 et le volume total

La mise en relation entre le volume de colostrum produit a TO et TO+T6 et le
volume total produit sur 12 heures a pour objectif de voir si un seul prélevement (T0)
voire 2 (TO+T6) permettrai(en)t de caractériser la production totale, dans un but de
simplification du phénotypage des brebis.

Le volume de colostrum produit sur 12 heures est fortement corrélé au
volume produit & TO (n = 66 ; R*= 0,69 ; P < 0,0001) [Figure 23]. Notons cependant
que cette relation est «tirée » par les valeurs extrémes: la relation, bien que
significative, étant beaucoup moins forte pour les brebis produisant entre 100 et 400
mLaTO0(n=53;R2=0,34; P <0,0001).

La relation entre le volume de colostrum produit & TO+T6 (mL) et le volume
total produit sur 12 heures est encore plus marquée (n = 66 ; R?= 0,92 ; P < 0,0001)
[Figure 24]. La relation est cependant la aussi moins forte pour les brebis produisant
entre 200 et 700 mL entre TO et T6 (n =32 ; R2=0,51; P <0.0001).
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Volume de colostrum produit sur 12 heures (TOT12_VOL) (mL)
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Figure 23 : Relation entre le volume total de colostrum produit sur 12h et le volume produit a TO
(n=39).
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Figure 24 : Relation entre le volume total de colostrum produit sur 12h et le volume produit sur 6h
(n=66).

2.2.3. Evolution des concentrations en IgG1 et matiere grasse sur
12 heures

La concentration moyenne en IgG1l des colostrums prélevés sur 48 brebis
chute rapidement entre TO et T12 [Figure 25]. En effet, la concentration moyenne a
T12 (23,1 + 2,33) est quasiment divisée par 4 par rapport a celle mesurée a TO (84,1
+ 5,8) (test des rangs signés de Wilcoxon; P < 0,0001). Notons cependant des
grandes variations entre brebis.

En revanche, la concentration en matiere grasse ne varie pas de maniere

significative entre TO et T12 (test des rangs signés de Wilcoxon ; P > 0,05 pour
toutes les comparaisons).
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Figure 25: Cinétique des concentrations moyennes en IgG et matiére grasse sur 12 heures post-
partum (n=66).

2.2.4. Masse d’'lgG produite sur 12h post-partum

e Distribution de la masse d'lgG produite sur 12 heures

La masse totale d’lgG produite sur 12 heures post-partum présente une
grande variabilité entre les 48 brebis : moyenne 33,5 + 2,3 g ; écart-type 16,0 g;
minimum 6,3 g ; maximum 71,1 g (n = 48) [Figure 26].

Si nous considérons que pour assurer une concentration en IgG1 de 10 a 15
g/L de plasma un agneau de 4 kg doit recevoir entre 16 et 24 g d’lgG1, alors, sur la
base de la production d’une hémi-mamelle, 6 (12,5%, seuil de 16 g) a 12 brebis
(25,0% seuil de 24 g/L) sur 48 ont une production insuffisante d'lgG1 pour subvenir
aux besoins d’agneaux doubles.
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Figure 26 : Fréquence de distribution des masses totales d’lgG produite sur 12h post-partum (n=48 :
20 en 2012 et 28 en 2013).

« Evolution de la masse d’'lgG sur 12 heures

Du fait d’'une concentration en IgG1l décroissante, la masse d'lgG décroit
rapidement entre 'agnelage et 12 heures post-partum [Tableau 25 ; Figure 27].

traite moyenne (g) écart-type (g) minimum (g) maxim  um (g)
TO 17,45 10,79 1,25 49,95
T6 11,94 7,03 1,59 25,74
T12 4,07 3,17 0,27 14,22

Tableau 25 : Masse d’lgG1 (volume x concentration) produite a chaque traite entre TO et T1 heures,
en grammes (n=48).
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Figure 27 : Evolution de la masse d’lgG produite sur 12 heures.

 Part de chaque traite dans la masse totale d'lgG produite sur 12
heures

Logiquement, la contribution de la traite a T12 a la masse totale d’lgG1l
produite sur 12 heure est significativement plus faible que les deux traites
précédentes (n =48 ; P < 0.0001) [Tableau 26]. De méme, la contribution de la traite
a T6 est significativement plus faible que celle de TO (P < 0.0001). La aussi notons
une grande variabilité entre brebis.

traite moyenne (%) écart-type (%) minimum (%) maxim  um (%)
TO 51,98 17,82 17,05 84,02
T6 35,07 12,69 13,53 63,78
T12 12,96 8,64 1,33 44,96

Tableau 26 : Part (%) de chaque traite dans la masse totale de colostrum produit sur 12 h (n=48).

* Relation entre la masse d'lgG a T0, a T6 et la masse totale d’'lgG

La mise en relation entre la masse d’'lgG1 produite a TO et TO+T6 et la masse
totale produite sur 12 heures a pour objectif de voir si un seul prélévement (TO) voire
2 (TO+T6) permettrai(en)t de caractériser la production totale, dans un but de
simplification du phénotypage des brebis.

La masse dlgGl produite sur 12 heures est fortement corrélée a celle
produite & TO (n = 48 ; R>= 0,68 ; P < 0,0001) [Figure 28]. Notons cependant que
cette relation est « tirée » par les valeurs extrémes : la relation étant plus faible si
seules les brebis produisant entre 10 et 30 g d'lgG1 a TO sont prises en compte (n =
29 ;R2=0,16 ; P =0,0165).

La masse d’lgGl produite sur 12 heures est fortement corrélée a celle
produite & TO+T6 (n = 48 ; R*= 0,96 ; P < 0,0001). Cette relation demeure fortement
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significative si seules les brebis a production « moyenne » a TO (entre 15 et 40 @)
sont prises en compte (n =22 ; R2=0,83 ; P <0.0001) [Figure 29].
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+ Relation de la masse totale d’'lgG et du volume total de colostrum
suril2h

La masse totale d’lgG produite sur 12 heures est corrélée de maniere
significative au volume produit sur 12 heures (n = 48 ; R?= 0,50 ; P < 0,0001) [Figure
30]. Les brebis qui sécretent un volume plus important (a « fort potentiel laitier »)
exportent significativement plus d’'lgG. Cependant, cette relation, bien que toujours
significative, est beaucoup moins forte si seules sont prises en compte les brebis
produisant entre 400 et 1000 mL de colostrum entre TO et 12 heures (n =37 ; R2=0,
17 ; P =0.0059).

L’ensemble de ces résultats suggérent que la caractérisation de la masse
d’'lgG1 exportée dans le colostrum nécessite, pour étre de qualité, la prise en compte
des mesures a TO et T6. Cela implique a la fois la mesure des volumes produits et
des concentrations en IgG1. En effet, la seule prise en compte des concentrations ou
des volumes ne permet pas de caractériser de maniéere précise ce caractere.
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Figure 30 : Relation entre la masse totale d’lgG et le volume total de colostrum produit sur 12 heures
post-partum (n=48)

2.2.5. Masse de matiére grasse produite sur 12h post-partum

« Distribution de la masse totale de matiére grasse produite sur 12 h

La masse totale de matiere grasse produite sur 12 heures post-partum
présente une grande variabilité entre les brebis : moyenne 60,3 g + 4.4 g ; écart-type
30,3 g ; minimum 4,7 g ; maximum 137,5 g (n = 48) [Figure 31].
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Figure 31 : Fréquence de distribution des masses totales de matiére grasse produite sur 12h post-
partum (n=48).

« Evolution de la masse de matiére grasse moyenne sur 12 heures

La production de matiére grasse varie assez peu sur les 12 premiéres heures
post-partum, de I'ordre de 6 g [Tableau 27 ; Figure 32]. Cependant, la masse de MG
produite & T12 est apparue significativement plus faible qu'a TO (test des rangs
signés de Wilcoxon ; P = 0,0268) et T6 (P < 0,0001).

traite moyenne (g) écart-type (g) minimum (g) maxim  um (g)
TO 20,95 11,88 2,31 61,48
T6 22,94 13,33 2,24 53,13

T12 16,87 9,61 2,52 47,52

Tableau 27 : Masse de matiere grasse (volume x concentration) produite a chaque traite entre TO et
T1 heures, en grammes (n=48).
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Figure 32 : Evolution de la masse de matiere grasse sur 12 heures (g).

* Relation entre la masse de matiére grasse et le volume total de
colostrum produit

La masse totale de matiere grasse exportée dans le colostrum sur 12 heures
est fortement corrélée au volume de colostrum produit (n = 48; R2 = 0,62 ; P <
0.0001) [Figure 33]. Cependant, de la méme facon que pour la masse d’lgGl, la
relation est «tirée » par les valeurs extrémes et est moins forte quand elle est
calculée sur les seules brebis produisant entre 400 et 1000 mL de colostrum (n = 37 ;
R2=0,62 ; P <0.0001).
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Figure 33 : Relation entre le volume total de colostrum et la masse totale de matiére grasse produite
sur 12 heures (n=48).

* Relation entre la masse de matiére grasse et la masse totale d'lgG

Du fait de la relation entre le volume et les masse d'IgG1l et de matiére
grasse, la masse totale d’'lgG1 et de matiére grasse produites sur 12 heures (g) sont
corrélées (n =48 ; R2= 0,48 ; P < 0.0001) [Figure 34]. Cependant, comme l'indique
la figure 39, certaine brebis produisent beaucoup d'IgG1 et peu de matiere grasse, et
inversement. Autrement dit, la connaissance d’'une des deux productions ne permet
pas de prédire I'autre de maniere précise.
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Figure 34 : Relation entre la masse totale d’lgG et la masse totale de matiere grasse produite sur 12
heures (n=48).

2.2.6. Facteurs de variation de la masse totale d’'lgG, du volume
total de colostrum et de la masse totale de MG

» Facteurs extrinseques

= Année de prélevements

La comparaison des volumes de colostrum et des masses d’lgGl et de
matiere grasse n’a mis en évidence aucune difféerence entre les résultats des
manipulations d’avril 2012 et de janvier 2013 [Tableau 28].

- Volume (ml) Masse d’lgG (g) Masse de MG (g)
Période
n moyenne P n moyenne P moyenne P
2012 40 605,50 20 30,41 59,72
2013 28 60043 073 28 3562 %21 5075 0.76

Tableau 28 : Influence de la période d'étude (avril 2012 versus janvier 2013) sur la masse totale
d’lgG, le volume de colostrum et la masse de matiére grasse produits sur 12 heures (Test des rangs
de Wilcoxon).

= QOpérateur

Nos résultats ne mettent pas en évidence dinfluence significative de
I'opérateur sur le volume total de colostrum (P = 0,2048).

« Facteur intrinséques

Du fait d'une répartition tres déséquilibrée entre races (Lacaune n = 35;
Noires du Velay n = 6 ; BMC n =5 et croisées n = 2) des brebis pour lesquelles les
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dosages en IgG1l et matiére grasse ont été réalisés, les influences de la race et de
la NEC n’ont été évaluées que sur le volume de colostrum produit sur 12 heures pour
les brebis des races Lacaune (n = 36) et Noire du Velay (n = 17).

De méme, l'effet de la taille de la portée n’a pas pu étre exploré, compte tenu
d’une tres forte proportion de portées doubles (39/53, contre 5 portées simples et 9
portées supérieures ou égales a 3).

= Race

La production moyenne des brebis de race Lacaune est apparue plus
importante (630,7 £ 40,3 mL) que celle des brebis de race Noire du Velay (494,1 +
61,1 mL), la difféerence étant proche du seuil de significativité (test des rangs de
Wilcoxon ; P = 0,0661).

= NEC

L'effet de la NEC, ajusté sur celui de la race, indique que les brebis ayant des
NEC plus élevées ont des productions plus importantes en termes de volume (P =
0,0007) de masse totale d’lgG1l (p = 0.012) et de matiére grasse (p = 0.009). Ainsi
par rapport aux brebis de NEC comprises entre 2,5 et 3 (n = 35), les brebis de NEC
faible (NEC =< 2,4 ; n = 10) ont eu des productions plus faibles de l'ordre de 260 mL,
et des masses d’'IgG et de matiére grasse en moyenne inférieures de 17.6 g et 34.8
g respectivement. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre les brebis
ayant des NEC supérieures a 3 (n = 8) et celles ayant des NEC comprises entre 2,5
et 3 (P =0,23).

= Santé de la mamelle

Aucune des 28 brebis de la manipulation de janvier 2013 n’a présenté de
mammite clinique jusqu’a 12 heures suivant la mise-bas.

La présence de plus de deux types de colonies conduit a déclarer le
prélévement contaminé. En I'absence de telles situations, nous pouvons considérer
que I'asepsie lors des prélevements a été correctement respectee.

Les résultats de bactériologie peuvent étre scindés en deux types d’isolements :
- pathogenes fréquemment isolés dans les mammites subcliniques [PUGH,
2002] :
= Staphylocoques a coagulase négative
=  Streptococcus uberis
= Streptococcus bovis
= Bacillus cereus
- pathogénes rarement isolés dans les mammites subcliniques (Candida
parapsilosis).

85,7 % (24/28) des prélevements de bactériologie ont permis d’isoler un ou
plusieurs germes. Des staphylocoques a coagulase négative sont isolés dans 53,6 %
(15/28) des prélévements de colostrum [Tableau 29], dont 9 (32,1 %) en culture pure
et abondante. Ces résultats traduisent une prévalence élevée des mammites
subcliniques dans le lot des 28 brebis du protocole de janvier 2013.
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Isolement Isolement en culture pure
et abondante

Bactérie(s) isolée(s) Effectif % Effectif %
Staphylocoques a coagulase négative 15 53,57 % 9 32,14
Streptococcus uberis 1 3,57 % 1 3,57
Streptococcus bovis 2 7,14 % 2 7,14
Bacillus cereus 2 7,14 % 0 0,00
Candida parapsilosis 4 14,29 % - -

Tableau 29 : Résultats des bactériologies (n=28).

Afin d'étudier I'impact des mammites subcliniques sur la production de
colostrum, d’lgGl et de matiere grasse, nous avons considéré que la brebis
présentait une mammite subclinique de [I'hémi-mamelle droite si l'analyse
bactériologique du colostrum a permis d’isoler un staphylocoque a coagulase
négative ou Streptococcus uberis ou Streptococcus bovis ou Bacillus cereus (n =
19). L’hémi-mamelle droite est saine si aucun pathogene (bactéries et levures) n'a
éte isolé (n = 7). Les 2 brebis pour lesquelles seule Candida parapsilosis a été mise
en évidence ont été exclues de I'analyse.

La comparaison de la masse totale moyenne d’lgG1 produite sur 12 heures
entre les brebis infectées (31,7 + 3,5 g ; n=19) et les brebis saines (46,7 g £6,3g;n
= 7) indique une différence proche du seuil de significativité (P = 0,0762) [Tableau
30]. Aucune différence entre les deux groupes de brebis n'a pu étre mise en
évidence pour ce qui est du volume total et de la masse de matiére grasse produits
sur 12 heures.

Hémi-mamelle droite n Volume (mL) Masse d’lgG1 (g) Masse de MG (g)
moyenne P moyenne P moyenne P
saine 7 665,71 46,74 69,26

mammite subclinique 19 570,63 03079 31,66 <0,0762 57,50 0,4260

Tableau 30 : Influence des mammites subcliniques sur la masse totale d’lgG, le volume de colostrum
et la masse de matiere grasse produits sur 12 heures (Test des rangs de Wilcoxon).

2.2.7. Endocrinologie
L'objectif de notre étude est d'évaluer si les différences de quantité et de
qualité du colostrum s’expliquent par des différences de cinétiques des

concentrations en cortisol, progestérone et prolactine chez la brebis.

* Cinétigues hormonales entre J-16 et T12

Le cortisol sérique est en faibles concentrations de J-16 (moyenne 8,9 + 2,3
ng/mL) a J-3 (moyenne 8,5 = 1,2 ng/mL). Sa concentration sérique augmente a J-2
(moyenne 13,2 + 1,2 ng/mL), présente un pic le jour de la mise bas (moyenne 49,5 +
5,0 ng/mL ; maximum 116,0 ng/mL) et chute pour retrouver ses valeurs initiales 12
heures post-partum (moyenne 11,9 = 1,9 ng/mL).

Les concentrations sériques en progestérone demeurent proches de 25 ng/mL
de J-16 a J-5 (moyenne 26,0 = 1,9 ng/mL) puis diminuent de J-5 a l'agnelage
(moyenne 5,4 £ 0,8 ng/mL) pour atteindre des valeurs trés faibles 12 heures post-
partum (moyenne 0,55 + 0,03 ng/mL).

Les concentrations sériques en prolactine sont faibles de J-16 (moyenne 7,1 +
0,5 ng/mL) a jusqu’a J-4 prépartum (moyenne 13,0 £ 2,1 ng/mL). Elles augmentent
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brutalement a partir de J-3 jusqu’a atteindre un maximum a l'agnelage (moyenne
550,9 +149,7 ng/mL ; maximum 4451,6 ng/mL) puis chutent immédiatement apres la
mise bas (a T12 : moyenne 207,6 + 26,2 ng/mL).

Méme si les concentrations sérigues de ces 3 hormones sont trés variables
d’'une brebis a l'autre, les profils hormonaux de J-16 a T12 sont similaires pour toutes
les brebis.
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Figure 35 : Cinétique des concentrations plasmatiques en cortisol, progestérone et prolactine de J-16 a
T12 par rapport a la mise bas (JO).
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+ Relation entre le volume total de colostrum et les profils hormonaux

Les cinétigues des 3 hormones dosées ont été comparées entre 4 groupes de
brebis, définis par les quartiles de volume (mL) de colostrum produit sur 12 heures.
Ces quartiles dont définis par les bornes suivantes :

1°" quartile : volume de colostrum sur 12h < 480 mL ;
- 2% quartile : volume de colostrum ]480 ; 580 mL] ;
- 3% quartile : volume de colostrum ]580 ; 720 mL] ;
- 4° quartile : volume de colostrum >720 mL.

Les cinétiques des concentrations sériques en cortisol, progestérone et

prolactine ne présentent pas de différence significative entre les 4 groupes de brebis
de volume total de colostrum croissant [Figure 36].
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Figure 36 : Cinétiques des dosages hormonaux de cortisol, progestérone et prolactine de J-18 a T12
post-partum pour 4 groupes de brebis définis par les quartiles de volume de colostrum produit sur 12
heures post-partum.
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Les concentrations sérigues moyennes en progestérone et prolactine a J-2,
TO et T12 ne different pas significativement entre les brebis qui produisent plus ou
moins de colostrum (test de Kruskal-Wallis et test des rangs de Mann-Whitney-
Wilcoxon). Les brebis fortes productrices (4° quartile) avaient des concentrations en
cortisol significativement plus élevées a T12 que les brebis moins productrices (1% et
3°M® quartile; P < 0,05). Ces résultats suggérent que les différents profils
endocriniens des 3 hormones dosées n’expliquent pas les différences de volume de
colostrum produit sur 12 heures [Tableau 31].

concentrations

volume de concentrations moyennes en concentrations
colostrum moyennes en CORTISOL PROGESTERONE moyennes en
sur 12h (ng/mL) (ng/mL) PROLACTINE (ng/mL)
(mL)

J-2 T0 T12 J-2 T0 T12 J-2 TO T12

quartile 1 14,64 56,07 8,40 16,21 4,35 0,50 80,05 552,55 166,74
quartile 2 11,18 40,57 12,67 18,18 6,47 0,54 232,00 388,74 227,96
quartile 3 12,52 47,51 6,03 18,81 4,64 0,54 87,86 334,56 220,79
quartile 4 13,01 54,79 20,86 16,77 5,85 0,61 218,98 920,06 214,90

P 0,55 0,57 0,03 0,73 0,85 0,59 0,89 0,33 0,58

Tableau 31 : Comparaison des concentrations moyennes en cortisol, progestérone et prolactine a J-2,
TO et T12 entre 4 groupes de brebis classées selon le volume total de colostrum produit sur 12h
(Test de Kruskal-Wallis).

Les résultats sont globalement similaires si les 28 brebis sont réparties selon 3
groupes (pour augmenter la puissance statistique des comparaisons entre groupes),
selon les tiertiles du volume de colostrum produit sur 12 heures. Seule la
concentration en prolactine apparait significativement plus faible a T12 chez les
brebis peu productrices (1* tiertile) que chez les brebis du 2°"° tiertile (test des rangs
de Mann-Whitney-Wilcoxon ; P = 0,0318). La différence entre les brebis du 1* et du
3°™€ tiertile était proche du seuil de significativité (P = 0,0862).

+ Relation entre la masse totale d'lgG1 et les profils hormonaux

Les cinétigues des 3 hormones dosées ont été comparées entre 4 groupes de
brebis, définis par les quartiles de masse d’'IgG1 (g) produite sur 12 heures. Ces
quartiles dont définis par les bornes suivantes :
1°" quartile : masse d’lg1G sur 12h < 26,24 g ;
2° quartile : masse d’lgG1 ]26,24 ; 34,57 q] ;

3% quartile : masse d’lgG1 134,57 ; 46,58 g] ;
4° quartile : masse d’'lgG1 > 46,58 g.

Les cinétiques des concentrations sériques en cortisol, progestérone et
prolactine ne présentent pas de différence significative entre les 4 groupes de brebis
de masse totale d'lgG produite croissante [Figure 37].
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Concentration moyenne en prolactine (et écart-type) (ng/mL)
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Figure 37 : Cinétiques des dosages hormonaux de cortisol, progestérone et prolactine de J-16 a T12
post-partum pour 4 groupes de brebis répartis par quartiles de masse d’'lgG1 produite sur 12 heures
post-partum.

Les concentrations moyennes en cortisol, progestérone et prolactine a J-2, TO
et T12 ne présentent pas de différences statistiqguement significatives entre les brebis
qui produisent plus ou moins d’lgG1 colostrales (test de Kruskal-Wallis et test des
rangs de Mann-Whitney-Wilcoxon). Les différents profils des 3 hormones dosées ne
semblent donc pas expliquer les différences de masse d’IlgG1l colostrales produite
[Tableau 32].

. concentrations
masse concentrations moyennes en concentrations moyennes
[otale  moyennes en CORTISOL PROGESTERONE en PROLACTINE (ng/mL)
d’lgG sur (ng/mL) (ng/mL)
12h (9) J2 TO T12 J2 TO T12 J2 T0 T12

quartile 1 12,00 40,32 8,34 16,09 4,93 0,49 131,15 401,26 159,34
quartile 2 13,16 53,03 13,47 19,23 6,37 0,63 280,30 411,15 335,86
quartile 3 13,01 55,81 12,86 17,28 6,02 0,50 164,02 464,68 187,76
quartile 4 13,18 49,72 14,24 17,76 4,19 0,57 72,18 1005,20 162,63
P 0,87 0,68 0,60 0,56 0,36 0,12 0,56 0,94 0,07
Tableau 32 : Comparaison des concentrations moyennes en cortisol, progestérone et prolactine a J-2,
TO et T12 entre 4 groupes de brebis classées selon la masse totale d’'lgG produite sur 12h (test de
Kruskal-Wallis).

A la mise bas, aucune brebis n’atteint le seuil de concentration sérique en
progestérone < 1 ng/mL. Douze heures apres I'agnelage, 100 % (27/27) des brebis
ont une concentration sérique en progestérone inférieur a 1 ng/mL.
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Les résultats sont similaires si les 28 brebis sont réparties selon 3 groupes
(pour augmenter la puissance statistique des comparaisons entre groupes), selon les
tiertiles de la masse d’'IG1 produite sur 12 heures.

« Relation entre la masse totale de matiére grasse et les profils
hormonaux

De méme que précédemment, les cinétiques des 3 hormones dosées ont été
comparées entre 4 groupes de brebis, définis par les quartiles de masse de matiere
grasse (g) produite sur 12 heures. Ces quartiles sont définis par les bornes
suivantes :

- 1" quartile : masse de MG sur 12h <40,01 g ;
- 2% quartile : masse de MG ]40,00 ; 52,76 g] ;

- 3% quartile : masse de MG 152,76 ; 86,17 g] ;

- 4° quartile : masse de MG > 86,17 g.

Les cinétiques des concentrations sériques en cortisol, progestérone et
prolactine ne présentent pas de différence significative entre les 4 groupes de brebis
de masses totales de matiére grasse croissantes.

Les concentrations sérigues moyennes en cortisol, progestérone et prolactine
a J-2, TO et T12 ne difféerent pas de maniére significative entre les brebis qui
produisent un colostrum plus ou moins riche en matiere grasse (test de Kruskal-
Wallis et test des rangs de Mann-Whitney-Wilcoxon). Les différents profils
endocriniens des 3 hormones dosées ne semblent donc pas expliquer les différences
de masse totale de matiére grasse colostrale produite sur 12 heures [Tableau 33].

. concentrations
concentrations .
masse de movennes en CORTISOL moyennes en concentrations moyennes
MG sur y (ng/mL) PROGESTERONE en PROLACTINE (ng/mL)
12h (g) 9 (ng/mL)
J-2 TO T12 J-2 TO T12 J-2 TO T12

quartile 1 12,70 40,58 10,06 17,53 5,70 0,51 64,43 38546 170,85
quartile 2 15,02 52,97 14,50 17,41 5,37 0,55 234,70 349,91 248,50
quartile 3 12,69 48,00 10,25 17,16 6,33 0,55 251,04 488,44 212,64
quartile 4 10,83 59,84 14,40 17,84 3,76 0,61 90,72 1055,82 209,24

P 0,74 0,61 0,76 1,00 0,73 0,69 0,23 0,37 0,79

Tableau 33 : Comparaison des concentrations moyennes en cortisol, progestérone et prolactine a J-2,
TO et T12 entre 4 groupes de brebis classées selon la masse totale de MG produite sur 12h (test de
Kruskal-Wallis).

Les résultats sont globalement similaires si les 28 brebis sont réparties selon 3
groupes (pour augmenter la puissance statistique des comparaisons entre groupes),
selon les tiertiles de la masse de matiere grasse produite sur 12 heures.

+ Relation entre la NEC et les profils hormonaux

La NEC moyenne et médiane du lot de brebis de janvier 2013 était de 2,65 +
0,04 (minimum 2 ; maximum 3,2).

Nous avons comparé les profils hormonaux entre les deux groupes de brebis
séparés selon la NEC médiane (2,6).
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Les concentrations sériqgues moyennes en cortisol, progestérone et prolactine
a J-2 et TO ne présentent pas de différences statistiqguement significatives entre les
brebis a NEC plus ou moins élevée (test de Student). Seules la concentration en
cortisol et la concentration en progestérone apparaissent significativement plus
faibles a T12 chez les brebis maigres (NEC < 2,6) que chez les brebis plus grasses
(NEC > 2,6) (test de Student; P = 0,03 et 0,02). La différence de concentration en
prolactine a T12 entre les brebis maigres et grasses est proche du seuil de
significativité (P = 0,07) [Tableau 34].

. concentrations
concentrations moyennes en concentrations moyennes
NEC moyennes en CORTISOL PROGESTERONE en PROLACTINE (ng/mL)
(ng/mL)
(ng/mL)

J-2 TO T12 J-2 TO T12 J-2 TO T12
<26 1155 40,72 811 17,66 442 0,49 107,45 679,05 164,83
>2.6 14,04 5825 16,00 17,27 6,36 0,61 212,29 422 77 253,65

P 0,45 0,11 0,03 0,70 051 0,02 0,20 0,51 0,07

Tableau 34 : Comparaison des concentrations moyennes en cortisol, progestérone et prolactine a J-2,
TO et T12 entre 2 groupes de brebis classées selon la NEC (n=14) (Test de Student).
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3. DISCUSSION

3.1. Evaluation des performances intrinseques de la réfractométrie et du
peése colostrum pour I'évaluation indirecte de la co ncentration en IgG1 du
colostrum de brebis

A notre connaissance, les performances intrinseques du réfractomeétre et du
pese colostrum n’ont pas été évaluées chez les ovins. Nos résultats, établis a partir
d’'un nombre conséquent d’échantillons (334), sont donc confrontés aux données de
la littérature obtenues chez les bovins.

L’inclusion d’échantillons de colostrum prélevés a T6, T12 et T18 dans le
cadre des manipulations d’avril 2012 et de janvier 2013 repose sur la volonté de
pouvoir évaluer la relation entre la concentration en IgGl et la mesure au
réfractometre et au pese colostrum sur la gamme de concentrations en IgG1 la plus
large possible.

La concentration moyenne en IgG1 du colostrum prélevé a la mise bas (TO0)
mesurée par immunodiffusion radiale (IDR) (72,36 £ 2,68 g/L sur 198 prélevements)
est plus faible dans l'espéce ovine que les données rapportées dans l'espéce
bovine par BIELMANN et al. (2010) (94,4 g/L). Nos résultats sont similaires aux
concentrations en IgG1l mesurées a la mise bas chez la vache par QUIGLEY et al.
(2013) (73,4 g/L). Dans notre étude les concentrations en IgG1 de ces mémes
colostrums de premiere traite sont apparues tres variables selon les brebis : écart-
type 37,76 g/L ; minimum 2,30 g/L ; maximum 260,78 g/L. Cette variabilité¢ a été
soulignée par BIELMANN et al. (2010) et QUIGLEY et al. (2012) pour le colostrum
de vache.

Les concentrations en matiere grasse observées dans notre étude
(moyenne 92,85 g/L ; écart-type 35,59 g/L ; minimum 8,75 g/L ; maximum 198,40
g/L]) correspondent aux valeurs mesurées chez les ovins : de 70 a 160 g/L [sources
multiples].

Dans notre étude, prés de la moitié (96/198) des colostrums prélevés a TO
avaient des concentrations comprises entre 50 et 100 g/L. Les quatrtiles inférieurs et
supérieurs étaient de 45,9 g/L et 94,1 g/L Ces valeurs sont globalement en accord
avec ce qui est établi pour les bovins laitiers 32 % (55/171) des échantillons analysés
par CHIGERWE et al. (2008) avaient des concentrations inférieures a 50 g/L.

Nos résultats indiquent une bonne corrélation entre I'indice de réfractométrie
(% Brix) et la concentration en IgG1 mesurée par IDR (r = 0,78, n = 333, P < 0,0001).
Cette valeur est en accord avec celle fournie par la seule autre étude réalisée chez
les ovins (r = 0,79) [HARKER, 1978]. En comparaison, les études menées chez les
bovins et les équins indiquent un coefficient de corrélation variant entre 0,41 et 0,94.
Le coefficient de corrélation obtenu dans notre étude est similaire a celui calculé par
BIELMANN et al. (2010) (0,73), QUIGLEY et al. (2013) (0,75) chez les bovins, et est
inférieur aux résultats de CHAVATTE et al. (1998) (0,85), CASH (1999) (0,94) et
VENNER et al. (2008) (0,93) chez les équins.

Trente prélevements de colostrum issus des deux protocoles présentent des
valeurs similaires de réfractométrie (médiane 30,95 % Brix) malgré des valeurs tres
différentes de concentration en IgG1 mesurée par immunodiffusion radiale. Quatre a
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6 mesures au réfractomeétre digital ont été réalisées pour chaque échantillon et nous
avons obtenu ces mémes valeurs d’indice de réfractométrie. La concentration en
IgG1 par IDR a été mesurée une seconde fois avec des valeurs trés proches des
valeurs initiales. L’origine de ces résultats discordants n’est pour le moment pas
expliquée.

La corrélation entre la mesure au pese colostrum (g/L) et la concentration en
IgG1 mesurée par IDR (g/L) est de 0,76 (n = 310; P < 0,0001). A notre
connaissance, cette relation n'a pas été estimée chez les ovins. MECHOR (1992) a
trouvé un résultat similaire (r = 0,76 ; n = 39 ; P < 0,0001) pour le colostrum de
vache. La mesure au colostromeétre est mieux corrélée a la concentration en IgG du
colostrum chez la jument d’apres LEBLANC et al. (1986), WAELCHLI et al. (1990) et
VENNER et al. (2008).

D’apres nos résultats, les performances intrinseques du réfractometre (pour
la détection de colostrum de concentration inférieure a 50 g/L d’lgG1) sont optimales
(Se = 81,76 % ; Sp = 82,5 %) au seuil de décision de 24 % Brix. CHIGERWE et al.
(2008), BIELMANN et al. (2010) et QUIGLEY et al. (2013) obtiennent des
performances optimales au seuil de 22 % Brix pour le colostrum de bovin [Tableau
48]. En appliquant ce seuil de 22 % Brix a nos données, nous obtenons une
sensibilité de seulement 65,88 % et une spécificité de 95,73 % : cette dégradation
importante de la sensibilité signifie qu’environ 1/3 des colostrums pauvres en IgG1
est considéré comme « bon». C’est pourquoi, nous recommandons le seuil de 24 %
Brix pour le colostrum de brebis.

Au seuil de décision de 70 g/L, la sensibilité et la spécificité du pése
colostrum sont similaires aux valeurs intrinseques obtenues chez les bovins
[PRICHETT et al., 1994 ; CHIGERWE et al., 2008]. Cependant, sur nos donneées, les
performances sont optimales au seuil de seuil 74 g/L. Mais, compte-tenu de la
graduation du pese colostrum, nous recommandons le seuil de 75 g/L pour le
colostrum de brebis (les performances intrinséques a ces 2 seuils étant trés proches
(indices de Youden = 60,51 et 60,47 respectivement)).

méthodes indirectes seuil de décision auteurs sensi bilité  spécificité
[CHIGERWE et al, 75 % 78 %
2008]
[BIELMANN et al, 92,5 % 80,0 %

réfractométre digital 22 % Brix 2010]
[QUIGLEY ET AL, 85,7 % 79,3 %
2013]
notre étude 65,88 % 95,73 %
[PRICHETT et 63 % 85 %
al.,1994]

colostromeétre 70 g/L [CHIGERWE et al, 75 % 78 %

2008]
notre étude 74,71 % 83,54 %

Tableau 48 : Comparaison de la sensibilité et de la spécificité du réfractométre et du colostrométre.

L’indice de réfractométrie et la mesure au pése colostrum sont bien corrélés
(R*=0,84 ; n =460 ; P < 0,0001).

La concentration en matiére grasse influence significativement l'indice de

réfractométrie (r = 0,34 ; n = 329 ; P < 0,0001) : une augmentation de 10 g/L de la
concentration en matiére grasse induit une augmentation de 0,5 + 0,006 % Brix. Ce
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résultat peut expliquer en partie les différences interspécifiques des coefficients de
corrélation calculés dans les différentes publications.

Nous n'avons pas mis en évidence d'influence significative de Ila
température ni sur l'indice de réfractométrie ni sur I'estimation au pése colostrum
dans la limite des valeurs mesurées. Or, la plage de variation de la température est
limitée (18,60 a 27,60C). D'autres études [MECHOR et al., 1991 ; MECHOR et al.,
1992 ; RUDOVSKY et al., 2008] ont montré que l'estimation de la concentration en
IgG au peése colostrum dépend de la température de I'échantillon.

Nous n’avons pas mis en évidence de différences significatives des mesures
entre les opérateurs malgré I'imprécision de la mesure au péese colostrum. En effet,
I'échelle est graduée de 25 g/L a 125 g/L avec un intervalle de 25 g/L et la
stabilisation du flotteur est lente.

Chez les ovins, le réfractométre et le pése colostrum donnent une meilleure
estimation de la qualité du colostrum que chez les bovins. Ces méthodes sont
pratiques, rapides et peu onéreuses. D’apres nos résultats, pour juger de la bonne
qualité d'un colostrum  (soit une concentration en IgG1 par IDR > 50 g/L) avec des
performances intrinséques optimales, nous recommandons des seuils de décision
de 24 % Brix pour la réfractométrie et de 75 g/L po  ur le pese colostrum

Cependant les deux outils testés ne permettent pas de prédire avec
précision la concentration réelle d’lgG1, malgré des coefficients de corrélation éleves
(0,76 et 0,78), du fait d'une variabilité importante autour de I'équation de régression
(valeurs des écarts-types des parametres de regression). Le pése colostrum et le
réfractometre numeérique peuvent étre utilisés pour l'identification a grande échelle ou
en conditions d’élevage des « bons » et « mauvais » colostrums (échelle binaire ou
semi-quantitative) avec une marge d’erreur acceptable. En revanche leur utilisation
dans le cadre d'un programme de phénotypage précis des brebis (échelle
quantitative continue, en grammes/litre d'lGgl) ne saurait étre recommandée du fait
de limprécision de I'équation de prédiction. D’autres approches, basées sur la
spectrographie dans le proche infrarouge, sont aujourd’hui explorées chez les bovins
avec des résultats encourageants quant aux possibilités de prédiction des
concentrations en IgG1l [RIVERO et al, 2012], mais nécessite lintervention du
laboratoire.

3.2. Production de colostrum chez la brebis

3.2.1. Matériel et méthode

L’étude préliminaire d’avril 2012 a permis de valider le protocole expérimental.
L’ensemble des prélevements a pu étre realisé. Aucun incident (tétée de I'hnémi-
mamelle droite ou stimulation de la mamelle hors prélevement) n’a été relevé. Ni le
dispositif de séparation des agneaux, ni les interventions fréquentes a I'agnelage
pour éviter la tétée par le premier agneau né, n’ont affecté le lien maternel : toutes
les brebis ont adopté leur(s) agneau(x) une fois la période de prélevement passée .
Les traites successives n‘ont pas engendré de mammite clinique. Nous avons noté
guelques contusions et hématomes du trayon liés a la traite compléte de I'hémi-
mamelle.
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La premiere limite du protocole a souligner est la traite complete d’'une seule
hémi-mamelle. Ce choix de méthode a été adopté afin de pouvoir réaliser 'ensemble
des prélevements : en effet, la traite compléte des deux hémi-mamelles et le soin
des agneaux, nécessitant au minimum 20 minutes, auraient pénalisé la réalisation
d’autres prélévements pour les agnelages trés rapprochés. Ce choix repose sur les
résultats des deux études de SHUBBER et DOXEY (1978) et de HALLIDAY (1978).
Selon SHUBBER et DOXEY (1978), la composition en immunoglobulines du
colostrum produit par hémi-mamelle ne présente pas de différence significative (n =
21, P > 0,2). HALLIDAY (1978) a estimé la corrélation entre les quantités d’lgG1l
produites par hémi-mamelle de 0,891 (P < 0,001). Cependant, d'autres études
contredisent ce postulat [HARTMANN et al., 1973 ; GUIDRY et al., 1980 ; LOPEZ,
1988].

Le deuxiéme écueil a souligner est la sélection des brebis du protocole de
janvier 2013. L’échantillonnage des 30 brebis du protocole de janvier 2013 repose
sur différents criteres d’inclusion (race, age, taille de portée, NEC, index « valeurs
maternelles », fertilité & I'insémination artificielle). Afin d’évaluer si les différences de
quantité et de qualité du colostrum s’expliquent par des différences de profils
hormonaux, nous avons sélectionné un lot de brebis homogéne afin de s’affranchir
des facteurs de variations. Mais, cette sélection présente quelques limites a
souligner.

Initialement, I'étude devait étre menée sur des brebis de race Blanche du
Massif Central. Or, de mauvais résultats a l'insémination artificielle du lot de brebis
BMC a entrainé le recours a des brebis de race Lacaune.

D’autre part, I'« effet pere », c’est-a-dire, I'influence du bélier sur la quantité et
la qualité de colostrum, na pu étre évalué. En effet, 9 béliers, sélectionnés sur leur
index (améliorateurs versus pénalisants), ont été utilisés pour I'insémination mais la
répartition des males est tres hétérogéne. Ainsi au maximum un bélier a été utilisé
pour inséminer 6 brebis, alors que 2 autres n’ont été utilisés que sur 1 brebis chacun.

Enfin, I'état sanitaire des brebis du protocole de janvier 2013 était médiocre :
un état corporel relativement faible a la mise-bas (NEC moyenne = 2,7), une
prévalence de boiteries modérée, une prévalence de mammite subclinique sévere
(67,86 % ; 19/28) et une agalactie (1/29) sont a souligner.

Afin de compléter notre étude, le dosage des métabolites sanguins (glucose,
B-hydroxybutyrate, urée et leptines) aurait permis d’identifier la source principale
d’énergie pour la synthése du colostrum : I'alimentation ou les réserves lipidiques de
la brebis.

Le dosage du lactose dans le colostrum aurait été intéressant pour interpréter
la variabilité interindividuelle du volume de colostrum produit. En effet, le volume de
colostrum dépend directement de la sécrétion de lactose par les cellules épithéliales
mammaires : par effet osmotique, plus la quantité de lactose est importante, plus le
volume de colostrum est élevé.

Par contrainte économique, nous nous sommes focalisés sur les cinétiques de
3 hormones : cortisol, progestérone et prolactine. Afin de parfaire notre étude, les
dosages de l'insuline, de 'hormone de croissance (GH), de I'Insulin-like growth factor
| (IGF-I) et de la leptine auraient permis de plus amples investigations sur le
déterminisme endocrinien de la colostrogénese.

Enfin, les prélevements sanguins (sur EDTA) pour le séquencage des deux
géenes qui codent pour le FcRn ont été réalisés sur les 30 brebis du protocole de
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janvier 2013. Mais, pour des raisons financieres, le séquengage n’a pas été effectué
mais devrait I'étre dans les prochains mois.

3.2.2. Quantité et qualité du colostrum

Nos résultats indiquent que la masse d’lgGl a T18 ne représente en
moyenne que 0,7 % de la masse totale d’'lgGl en accord avec les observations
réalisées dans l'espece bovine chez qui le transfert des IgG seériques cesse
brutalement 2 jours post-partum [SASAKI, 1976]. Cette hypothese est confortée par
I'étude de HINE et al, (2010) qui ont montré (par RT-PCR) que I'expression du géne
FCGRT qui code pour le FcRn diminue significativement des I'agnelage.

La masse totale d’'IgG transférée par la glande mammaire (concentration x
volume) dépend :

- du volume, cest-a-dire de lafflux d’eau dans les alvéoles induit par la
sécrétion de lactose par effet osmotique ;
- et de la quantité d'lgG1l transférées par le FcRn (isotype majoritaire du
colostrum).
Nos résultats ont mis en évidence une forte variabilité interindividuelle de la
masse d’'IgG et du volume de colostrum produit sur 12 heures.
D’aprés la littérature, plusieurs facteurs de variation de la quantité et de la
qualité du colostrum de brebis ont été étudiés : la race, I'age, la taille de la portée, la
durée de gestation, la NEC et I'état sanitaire de la brebis.

Parmi ces facteurs de variation, certains ont été maitrisés par le schéma
expérimental pour limiter leur influence sur les résultats. Ainsi I'age et la taille de
portée étaient homogenes.

Nos résultats n'ont pas mis en évidence d’effet significatif de la NEC sur le
volume total de colostrum et la masse totale d’'lgG et de matiere grasse. Les brebis
maigres ont des productions plus faibles. Ces résultats sont en accord avec ceux de
MELLOR et MURRAY (1986) et BANCHERO et al. (2006) mais cet effet a été
perceptible méme pour une gamme de variation limitée de la NEC (entre 2 et 3).
Dans les études citées, les auteurs comparaient des groupes avec des valeurs de
NEC trés différentes (NEC entre 1,5 a 2 versus 3,5 a 4). Nos résultats suggérent
gu’'un état corporel méme légérement en dessous des recommandations a la mise
bas (NEC entre 2,8 et 3,5) suffit a limiter le volume de colostrum et la masse d’'IgG
produits. Ceci milite en faveur de la sensibilisation des éleveurs aux respects des
recommandations en terme d’alimentation en fin de gestation.

Les résultats de bactériologie du protocole de janvier 2013 témoignent d’'une
forte prévalence des mammites subcliniques (85,71 %, 24/28). Des staphylocoques
a coagulase négative sont isolés dans 53,57 % (15/28) : ce sont les germes les plus
frecquemment isolés dans le cas de mammites subcliniques chez la brebis. Nous
avons exclu un défaut d’asepsie lors des prélevements compte tenu de I'absence de
prélevement contaminé (isolement de plus de deux types de colonies). Nos résultats
indiquent une influence statistiquement significative des mammites subcliniques sur
la quantité et la qualité du colostrum. Les brebis atteintes de mammites subcliniques
ont produit moins de colostrum et moins d’'lgG1l et de matiére grasse que les brebis
saines. La littérature ne reporte pas de données sur le colostrum dans l'espéce
ovine. Chez les bovins, PERINO et al. (1995) n'ont pas mis en évidence d’effet
péjoratif des mammites subcliniques sur la concentration en IgG mais MAUNSELL et
al. (1999) ont montré que ces dernieres sont corrélées a une diminution du volume
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de colostrum. Une brebis de notre étude avait une mammite clinique (agalactie,
mamelle hypertrophiée et indurée). CHRISTLEY et al. (2003) ont montré qu’une
mammite clinique au tarissement réduit fortement le volume de colostrum produit par
I’'hémi-mamelle atteinte. Nos résultats militent pour une évaluation systématique, au
moins macroscopique, des mamelles au tarissement et a la mise bas et pour une
réforme anticipée des brebis ayant des anomalies.

3.3. Endocrinologie

Notre étude a permis d’établir les cinétiques des concentrations sériques en
cortisol, progestérone et prolactine en peripartum chez la brebis. Les profils obtenus
sont similaires a ceux de la littérature [DELOUIS et TERQUI, 1974 ; BANCHERO et
al., 2006].

Chez la brebis, la colostrogénése est initiée par la chute de la
progestéronémie et l'augmentation des concentrations seériques en cortisol et
prolactine.

Nos résultats ne mettent en évidence aucune influence statistiguement
significative des cinétiques des concentrations sériques en cortisol, progestérone et
cortisol sur la production de colostrum.

Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les profils
hormonaux et les NEC (les brebis recevant une méme ration).

BANCHERO et al. (2006) ont montré que les concentrations en cortisol,
progestérone et cortisol de brebis initialement maigres (NEC moyenne = 1,6) sont
différentes selon le niveau de couverture des besoins alimentaires. En prépartum, la
concentration en progestérone diminue chez toutes les brebis mais la chute est plus
marquée chez les brebis correctement alimentées que chez les brebis sous
alimentées. Les brebis sous alimentées ont des concentrations sériques en
progestérone significativement plus élevées que les brebis correctement alimentées
(P < 0,05) de l'agnelage a 12 heures post-partum. Cette différence de vitesse de
décroissance de la progestéronémie peut étre inféodée a une différence de clairance
de la progestérone.

D’apres BURD et al. (1978), linitiation de la colostrogénese nécessite une
progesteronémie inférieure au seuil de 10 ng/mL. Nos résultats n'ont pas révelé de
différences significatives de quantité et de qualité du colostrum entre les brebis dont
la progestéronémie atteint ou non 10 ou 5 ng/mL de J-2 a TO. Selon HARTMANN et
al. (1973), la progestérone doit étre inférieure a un second seuil de 1 ng/mL au
moment de I'agnelage pour une synthése optimale de colostrum. Dans notre étude,
92,59 % (25/27) des brebis avaient une concentration en progestérone inférieure a
10 ng/mL a I'agnelage. A la mise bas, toutes les brebis avaient une progestéronémie
supérieure a 1 ng/mL alors que 12 heures apres, toutes avaient atteint ce seuil. Dans
I'étude de BANCHERO et al. (2006), aucune brebis, quelle que soit leur alimentation,
n'a présenté de concentration de progestérone inférieure a 1ng/mL a la mise bas.
Dans cette méme étude, apres I'agnelage, 40 % des brebis sous alimentées avaient
un taux de progestérone trop élevé pour permettre une initiation optimale de la
lactogénese et 60 % n’avaient pas assez de colostrum pour subvenir aux besoins
immeédiats de leur nouveau-né.

La progestérone inhibe I'a-lactalbumine, une des enzymes nécessaires a la
synthese du lactose. C’est pourquoi, une concentration en progestérone élevée
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entraine une plus faible concentration en lactose pouvant entrainer ainsi un plus
faible volume de colostrum.

La prolactine augmente la synthése des caseéines et d’ a-lactalbumine lorsque
ses récepteurs sont présents dans le tissu mammaire. Elle agit par rétrocontrole
positif sur ses propres récepteurs. C’est pourquoi 'augmentation de la concentration
en prolactine se traduit par une augmentation de la réponse du tissu mammaire.
Cependant, la synthese des récepteurs a la prolactine est inhibée par des
concentrations élevées en progestérone et la prolactine ne peut se fixer sur son
récepteur qu’apres la chute de la concentration en progestérone en fin de gestation
[BANCHERO et al., 2006]. De J-16 a TO, les concentrations sériques en prolactine
de brebis bien alimentées restent supérieures aux concentrations sériques de brebis
sous alimentées [BANCHERO et al., 2006]. D’'aprées nos résultats, les différences de
quantité et de qualité du colostrum ne s’expliquent pas par des difféerences de
concentration en prolactine. Toutefois, l'interaction de cette hormone avec la
progestérone pourrait masquer son effet.

Nos résultats ne mettent pas en évidence dinfluence significative de la
concentration en cortisol sur la production de colostrum. BANCHERO et al. (2006),
ont montré que les concentrations sériques en cortisol des brebis correctement
alimentées sont plus élevées que les brebis sous alimentées en prépartum mais la
différence est significative uniquement a J-3 et J-1.

Le cortisol participe aussi a cette cascade endocrinienne : d’aprés DELOUIS
et al. (1980), TUCKER (1981) et HOUDEBINE et al. (1985), le cortisol augmente le
nombre de récepteurs a la prolactine a la surface des cellules épithéliales
mammaires.

L'absence de différences significatives entre les profils hormonaux des brebis
faibles et fortes productrices dans notre étude ne permet cependant pas de conclure
définitivement a une absence totale d’effet de ces hormones sur la variabilité de la
production de colostrum. En effet, de nombreux facteurs de confusion (race, NEC,
pere, taille de portée) n'ont pas pu étre pris en compte lors des comparaisons, en
raison des effectifs faibles par groupe. Une meilleure maitrise de ces facteurs, dans
un cadre expérimental encore plus strict, serait nécessaire pour apporter une
réponse plus claire.
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CONCLUSION

L'objectif de ces travaux était d’apporter des éléments de réponse sur la
faisabilité d’'un phénotypage rapide et peu couteux des brebis sur la gualité et la
quantité de colostrum produit aprés la mise bas et d’'investiguer certains facteurs
potentiels de variation. Ce travail s’inscrit dans un objectif a long terme d’amélioration
de la production de colostrum chez la brebis en termes de qualité et de quantité.

L'évaluation des performances intrinséques du réfractometre et du pése
colostrum a montré que ces deux outils sont faciles a mettre en oeuvre,
répétables et qu’ils offrent de bonnes performances intrinseques  pour I'évaluation
de la concentration en immunoglobulines. Nos résultats ont par ailleurs permis de
définir des seuils de décision (24 % Brix pour le réfractomeétre, 75 g/L pour le pese
colostrum) associés aux performances optimales pour la détection des colostrums
faiblement concentrés en IgG. Ces seuils et ces performances sont apparus
différents de ceux estimés dans d’autres espéeces.

Le pése colostrum et le réfractométre numérique peuvent donc étre utilisés
pour l'identification a grande échelle ou en conditions d’élevage des « bons » et
« mauvais » colostrums (échelle binaire ou semi-quantitative) avec une marge
d’erreur acceptable. En revanche, leur utilisation dans le cadre d’'un programme de
phénotypage précis des brebis (échelle quantitative continue, en grammes/litre
d'IGgl) ne saurait étre recommandée du fait de I'imprécision de I'équation de
prédiction.

L'étude de la production de colostrum aprées la mise bas nous a permis de
mettre en évidence une grande variabilité individuelle , a la fois sur les volumes et
les masses d’lgG et de matiére grasse produits.. Nos résultats ont permis de mettre
en évidence une décroissance tres rapide de la concentration en
immunoglobulines du colostrum aprés la mise bas et viennent renforcer le
message communément diffusé auprés des éleveurs quant a l'importance d’une
prise colostrale précoce par l'agneau . lls suggérent aussi que I'adoption d'un
agneau par une brebis ayant agnelé depuis plus de 12 heures présente un risque de
défaut de transfert de 'immunité passive.

Nos résultats indiquent gu’'une seule traite a la mise bas ne suffit pas a
estimer la masse totale d’IgG produite . Pour cela au moins deux traites semblent
nécessaires (dans notre cas TO et TO+6 heures) afin d’évaluer correctement la
capacité de production des brebis. Ceci rend plus difficile la réalisation pratique d’'un
phénotypage a grande échelle, en raison des contraintes de travail et de logistique
(séparation des agneaux, traite a heures fixes...) que cela impose.

Nos résultats ont aussi confirmé I'importance de I'état corporel des brebis
en fin de gestation pour assurer une bonne production, tant en termes de volume
gue de masse d'lgG et de matiére grasse. La couverture des besoins énergétiques
et la gestion attentive des brebis en fin de gestation sont malheureusement souvent
mal assurés en élevage ovin allaitant, pour des raisons liées a la conduite d’élevage
(brebis au paturage, lots de tailles importantes, absence de séparation selon la taille
de portée ou la note d’état corporel). Par ailleurs, nos résultats indiquent que les
brebis atteintes de mammite subclinique produisent significativement moins de
colostrum, moins d’lgG et de matiere grasse que les brebis saines. Ceci montre, s'il
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en était besoin, I'importance de la santé de la mamelle  dans la production de
colostrum.

En revanche, les investigations que nous avons menees pour mettre en
relation les profils hormonaux en cortisol, progestérone et prolactine et la production
colostrale n'ont pas permis de mettre en évidence d’influence significative. D’autres
hormones (IGF-1, leptine) ou métabolites (lactose), non évalués dans notre étude,
pourraient jouer un role.

Par ailleurs, le séquencage des genes FCGRT et f2m qui codent pour le
récepteur FCRn n’a pu étre réalisé dans le temps imparti pour notre travail. Les
résultats attendus pour la fin de 'année 2014 permettront de comparer les différents
haplotypes avec la quantité et la qualité de colostrum. Ce travail, novateur dans
'espece ovine, pourrait apporter des pistes quant a la possibilité d’'une sélection
génétique, s'il s'avere que les haplotypes améliorateurs ne sont pas en interaction
négative avec d’autres caractéres d’intérét.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Performances intrinséques du réfractometre

Seuil Se (%) Se inf. Sesup Sp (%) Spinf. Spsup Y ouden Efficacité
12 0,59 0,01 3,25 100 97,78 100 0,59 49,55
13 4,73 2,07 9,11 100 97,78 100 4,73 51,65
14 10,06 5,97 15,62 100 97,78 100 10,06 54,35
15 23,08 16,95 30,17 99,39 96,65 99,98 22,47 60,66
16 30,18 23,37 37,70 99,39 96,65 99,98 29,57 64,26
17 41,42 33,91 49,24 99,39 96,65 99,98 40,81 69,97
18 42,60 35,04 50,43 99,39 96,65 99,98 41,99 70,57
19 55,03 47,20 62,68 98,17 94,75 99,62 53,20 76,28
20 59,17 51,36 66,66 98,17 94,75 99,62 57,34 78,38
21 62,13 54,36 69,47 96,95 93,03 99,00 59,08 79,28
22 65,68 58,00 72,80 95,73 91,40 98,27 61,41 80,48
23 76,92 69,83 83,05 91,46 86,09 95,25 68,39 84,08
24 81,66 74,99 87,18 88,41 82,50 92,88 70,07 84,98
25 85,21 78,94 90,19 82,32 75,60 87,83 67,52 83,78
26 87,57 81,63 92,14 75,61 68,30 81,97 63,18 81,68
27 91,72 86,49 95,40 62,80 54,92 70,21 54,52 77,48
28 92,31 87,21 95,84 57,93 49,98 65,58 50,23 75,38
29 93,49 88,65 96,71 57,93 49,98 65,58 51,42 75,98
30 93,49 88,65 96,71 57,93 49,98 65,58 51,42 75,98
31 94,08 89,39 97,13 51,22 43,30 59,09 45,30 72,98
32 97,04 93,23 99,04 32,32 25,23 40,05 29,36 65,17
33 98,22 94,90 99,63 26,22 19,67 33,65 24,44 62,76
34 98,82 95,79 99,86 18,90 13,22 25,74 17,72 59,46
35 99,41 96,75 99,99 15,85 10,63 22,36 15,26 58,26
36 100 97,84 100 7,32 3,84 12,43 7,32 54,35
37 100 97,84 100 4,27 1,73 8,60 4,27 52,85
38 100 97,84 100 3,66 1,35 7,80 3,66 52,55
39 100 97,84 100 1,83 0,38 5,25 1,83 51,65
40 100 97,84 100 1,83 0,38 5,25 1,83 51,65
41 100 97,84 100 1,22 0,15 4,34 1,22 51,35
42 100 97,84 100 0,61 0,02 3,35 0,61 51,05
43 100 97,84 100 0,61 0,02 3,35 0,61 51,05
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ANNEXE 2 : Performances intrinseques du pese colostrum (extrait)

Seuil Se (%) Seinf. Sesup Sp(%) Spinf. Spsup Y ouden Efficacité
40 40,49 32,88 48,45 99,32 96,27 99,98 39,81 68,39
41 42,33 34,64 50,30 99,32 96,27 99,98 41,65 69,35
42 42,94 35,23 50,92 99,32 96,27 99,98 42,26 69,68
43 46,01 38,19 53,98 99,32 96,27 99,98 45,33 71,29
45 47,24 39,38 55,20 99,32 96,27 99,98 46,56 71,94
46 49,08 41,18 57,02 98,64 95,17 99,83 47,72 72,58
47 49,69 41,78 57,62 98,64 95,17 99,83 48,33 72,90
48 50,92 42,98 58,82 98,64 95,17 99,83 49,56 73,55
49 53,37 45,41 61,21 98,64 95,17 99,83 52,01 74,84
50 53,99 46,02 61,81 98,64 95,17 99,83 52,63 75,16
52 57,06 49,08 64,77 98,64 95,17 99,83 55,69 76,77
55 57,67 49,70 65,36 98,64 95,17 99,83 56,31 77,10
56 58,90 50,93 66,53 97,96 94,15 99,58 56,85 77,42
60 59,51 51,55 67,12 97,96 94,15 99,58 57,47 77,74
62 62,58 54,67 70,02 97,96 94,15 99,58 60,54 79,35
62,5 63,19 55,29 70,60 97,28 93,18 99,25 60,47 79,35
63 65,03 57,18 72,32 97,28 93,18 99,25 62,31 80,32
64 69,33 61,63 76,30 96,60 92,24 98,89 65,92 82,26
65 69,94 62,27 76,86 95,92 91,33 98,49 65,86 82,26
67 70,55 62,92 77,42 93,20 87,85 96,69 63,75 81,29
68 71,17 63,56 77,98 93,20 87,85 96,69 64,36 81,61
70 73,62 66,16 80,20 93,20 87,85 96,69 66,82 82,90
72 75,46 68,12 81,85 93,20 87,85 96,69 68,66 83,87
73 77,30 70,10 83,49 91,16 85,35 95,21 68,46 83,87
74 78,53 71,42 84,56 90,48 84,54 94,69 69,00 84,19
75 79,75 72,76 85,64 89,12 82,93 93,65 68,87 84,19
76 80,37 73,43 86,17 85,03 78,22 90,38 65,40 82,58
77 80,98 74,10 86,70 83,67 76,69 89,25 64,66 82,26
78 81,60 74,78 87,22 82,31 75,17 88,11 63,91 81,94
79 84,05 77,51 89,31 81,63 74,41 87,53 65,68 82,90
80 84,05 77,51 89,31 80,95 73,66 86,95 65,00 82,58
81 85,89 79,58 90,84 76,19 68,47 82,82 62,08 81,29
82 86,50 80,28 91,34 75,51 67,74 82,22 62,01 81,29
83 86,50 80,28 91,34 74,83 67,01 81,62 61,33 80,97
84 86,50 80,28 91,34 72,79 64,84 79,79 59,29 80,00
85 87,73 81,69 92,34 71,43 63,40 78,57 59,16 80,00
87 89,57 83,83 93,81 68,71 60,55 76,09 58,28 79,68
87,5 89,57 83,83 93,81 66,67 58,43 74,22 56,24 78,71
88 90,18 84,55 94,28 66,67 58,43 74,22 56,85 79,03
89 90,80 85,28 94,76 64,63 56,32 72,33 55,42 78,39
90 91,41 86,01 95,22 64,63 56,32 72,33 56,04 78,71
91 92,02 86,75 95,69 61,90 53,54 69,78 53,93 77,74
94 92,02 86,75 95,69 61,22 52,85 69,14 53,25 77,42
95 92,02 86,75 95,69 59,18 50,78 67,21 51,21 76,45
97 92,02 86,75 95,69 57,14 48,73 65,26 49,17 75,48
98 92,64 87,49 96,14 56,46 48,05 64,61 49,10 75,48
99 93,25 88,25 96,58 53,74 45,34 61,99 46,99 74,52
100 93,25 88,25 96,58 53,06 44,66 61,33 46,31 74,19
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ANNEXE 3 : Matériel et méthode du protocole « Quantité » : cases d'agnelage

4

Photo 1 : case d agnelage — parc a agneaux

ikl 4 o

= L il
Photo 3 : traite compléte du quartier droit Photo 4 : tétée des agneaux
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ANNEXE 4 : Résultats de bactériologie.

identification date/heure du  laboratoire date de bactériologie recherche de
de la brebis prélevement 'analyse levure/
moisissure
12.01.13 présence de staphylococcus P
16001900467 18h25 cg82 03.05.13 coagulase (-) aprés enrichissement negative
11.01.13 présence de staphylococcus P
16001900963 08h10 cg82 03.05.13 coagulase (-) aprés enrichissement negative
16001900964 10.01.13 cg82 03.05.13 non S|gn|f|cat|f a l'isolement et aprés négative
03h07 enrichissement
présence de staphylococcus L
16001900977 10.01.13 cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pure et negative
17h30 o )
abondante a I'isolement direct
14.01.13 présence de staphylococcus
16001901004 . cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pure et négative
17h35 o )
abondante a I'isolement direct
12.01.13 présence de Bacillus cereus aprées P
16001901006 16h35 cg82 03.05.13 enrichissement négative
14.01.13 non significatif a I'isolement et apres o
16001901011 10h 150 cg82 03.05.13 enrichissement négative
11.01.13 présence de staphylococcus
16001901033 s cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pure et négative
07h05 o )
abondante & l'isolement direct
12.01.13 présence de staphylococcus
16001901037 . cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pure et négative
17h20 o )
abondante & l'isolement direct
16001901061 13.01.13 cg82 03.05.13 non S|gn|f|cat|f a l'isolement et aprés négative
14h15 enrichissement
08.01.13 présence de staphylococcus
16001901091 e cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pure et négative
22h55 o )
abondante a I'isolement direct
08.01.13 non significatif a I'isolement et aprés  présence de
16001901092 1éhd7 cg82 03.05.13  enrichissement Candida
parapsilosis
10.01.13 présence de staphylococcus
16001901095 1.9h2.5 cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pauvre (10 négative
colonies) a I'isolement direct
13.01.13 présence de staphylococcus
16001901116 o cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pure et négative
00h40 o )
abondante & l'isolement direct
16001901128 12.01.13 cg82 03.05.13 non S|gn|f|cat|f a l'isolement et aprés négative
06h00 enrichissement
15.01.13 présence de staphylococcus
16001901131 cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pauvre (3 négative
colonies) a I'isolement direct
11.01.13 présence de staphylococcus
16001901139 - cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pure et négative
05h55 o )
abondante a I'isolement direct
présence de staphylococcus
14.01.13 coagulase (-) et streptococcus bovis I
16001901146 01h08 cg82 03.05.13 en cultures abondantes a négative
l'isolement direct
11.01.13 présence de streptococcus bovis en
16001901154 o cg82 03.05.13  culture pure et abondante a négative
19h40 ’ )
l'isolement direct
16001901182 12.01.13 cg82 03.05.13 non S|gn|f|cat|f a l'isolement et aprés négative
13h05 enrichissement
16001901183 12.01.13 cg82 03.05.13 présence de staphylococcus négative

120



12h35

coagulase (-) en culture pauvre (3
colonies) a I'isolement direct

10.01.13

présence de staphylococcus

16001901187 01h50 cg82 03.05.13 coagulase (-) en culture pure et négative
abondante & l'isolement direct
14.01.13 non significatif a I'isolement et aprés prése_nce de
16001901188 16hi3 cg82 03.05.13  enrichissement Candida
parapsilosis
11.01.13 présence de Bacillus cereus apres prése.nce de
16001901191 0'2h2'0 cg82 03.05.13  enrichissement Candida
parapsilosis
11.01.13 non significatif a I'isolement et apres o
16001901193 29h35 cg82 03.05.13 enrichissement négative
12.01.13 présence de staphylococcus
16001901195 . cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pure et négative
13h30 o )
abondante a I'isolement direct
11.01.13 non significatif a I'isolement et apres o
16001901202 04h40 cg82 03.05.13 enrichissement négative
11.01.13 présence de staphylococcus prése_nce de
16001901222 1ihi3 cg82 03.05.13  coagulase (-) en culture pauvre (1 Candida
colonie) a l'isolement direct parapsilosis
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brebis se sont révélées tres variables et dépendantes de nombreux facteurs (note d’'état
corporel, santé de la mamelle).
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avant et aprés la mise bas ne sont pas significativement apparues corrélées au volume de
colostrum ni a la masse d’lgG et de matiéres grasses produit, laissant ouvert I'investigation
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