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INTRODUCTION

Depuis plusieurs décennies, la sélection génétique a permis une augmentation de la
rentabilité des animaux dans les filiéres laitiéres. La production de lait a aussi augmenté en
grande partie grace a I’amélioration de 1’alimentation. Cependant, dés la période de transition,
définie par les trois semaines survenant avant et apres la parturition, le risque de développer
des maladies telles que la cétose et les mammites est plus élevé. On suppose que
I’augmentation de ’incidence des mammites est due a une altération des mécanismes de
défense de la glande mammaire parallelement a une augmentation de la lipomobilisation et de

la cétogeneése.

Il s’agit dans ce travail de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans le
métabolisme des vaches et des brebis laitieres dans la période de transition, et leurs
répercussions sur les fonctions immunitaires, particulierement sollicitées lors de cette période
clé du cycle de production. L’objectif de cette étude a été de provoquer expérimentalement un
bilan énergétique négatif en période péri-partum grace a une restriction alimentaire. Nous
avons mesuré les conséquences sur les parametres laitiers et métaboliques, et nous avons
étudié I’influence de cette restriction énergétique sur les fonctions immunitaires de la glande

mammaire a I’aide d’une épreuve inflammatoire mammaire.
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|. Effet d’un déficit d’apport énergétique sur le métabolisme des ruminants

1. Le péri-partum, et Porigine du déficit énergétique

Le péri-partum depuis la fin de la gestation, et de la période seche, jusqu’au début de
la lactation est une période critique chez la vache, et dans une moindre mesure, chez la brebis,
de races laitieres. En effet, durant cette période appelée période de transition (comprenant
généralement les 2 a 3 derniéres semaines de la gestation jusqu’aux 2 a 3 premiéres semaines
de la lactation), la demande énergétique est fortement augmentée chez ces animaux
(Drackley, 1999). Cette augmentation est due a des changements physiologiques et
métaboliques reliés a la croissance du feetus, au fonctionnement utérin et aux changements
hormonaux, a la parturition et a la synthese du colostrum et du lait. Par exemple, les besoins
nutritionnels du feetus atteignent leur maximum environ 3 semaines pré-partum et dans les 3
premiéres semaines de lactation, la production laitiére, les taux de protéines, de matiere
grasse, et de lactose du lait augmentent rapidement (Esposito et al. 2014). Les besoins
mammaires doivent étre pris en compte avant le vélage, en particulier pour la synthése du

colostrum (Tableau 1).

Tableau 1 : Besoins métaboliques de la vache pour le développement du feetus et la synthése du colostrum a
la fin de la gestation (d’aprés Goff et al., 1997).

Développement du feetus en fin de gestation Synthése du colostrum
(par jour) (par 10 kg)
0.82 Mcal d’énergie 11 Mcal d’énergie
117 g de protéines 140 g de protéines
10.3 g de calcium 23 g de calcium
5.4 g de phosphore 9 g de phosphore
0.2 g de magnésium 1 g de magnésium

Cependant, alors que les besoins augmentent, les apports, dont celui en énergie, sont
limités par une ingestion qui décline vers la fin de la gestation ; cette diminution peut étre
encore plus marquée lors d’affection métabolique comme une hypocalcémie (Figure 1). En
moyenne, cette diminution est de I’ordre de 10 & 30% autour de la parturition (Esposito et al.,

2014). Le déficit énergétique peut alors étre modéré a sévere chez les femelles laitiéres péri-
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parturientes en fonction par exemple de la qualité, de la quantité de la ration distribuée ou

consommeée, et de divers facteurs de stress.
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Figure 1 : Evolution de la quantité de matiére seche ingérée autour de la parturition chez des vaches

laitiéres avec une hypocalcémie ou fievre de lait (¢), et des vaches saines (o) (d’apres Goff et al., 2002)

Le bilan énergétique (BE) journalier peut étre calculé a 1’aide de la formule suivante
(Moyes et al., 2009) :
BE = Energie apportée par la ration — [Energie d’entretien + Energie requise pour la
production laitiére]
Avec :
- Energie d’entretien = Poids Vif (kg)o’75 X 0,08 (mcalikg) ;
- Energie requise pour la production laitiere = [(0,0929 x matiére grasse () + (0,00547 x

matiere protéique (%)) + (0,0395 x teneur en lactose ().

Dans cette période, les animaux expérimentent donc un bilan énergétique négatif plus
Ou moins marque, ce qui entraine une mobilisation de leurs réserves afin de combler le plus
possible I’écart entre la demande énergétique qui augmente (essentiellement en rapport avec
la synthése du lait de la glande mammaire comme le montre le tableau 1) et un apport
alimentaire insuffisant. Malgré le déficit energétique plus ou moins physiologique observé en
début de lactation, la production laitiére continue d’augmenter (Gross et al., 2011). Cette
observation, qui est la conséquence d’une spécialisation fonctionnelle apreés sélection
génétique, introduit la notion d’homéorhése qui consiste a diriger les nutriments

prioritairement vers un organe pour le soutien d’une fonction physiologique ou une
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production. Le déficit énergétique peut durer jusqu’a la neuvieme semaine de lactation alors
que le pic de production laitiére se trouve entre 4 et 8 semaines post-partum chez la vache
(Suriyasathaporn et al., 2000).

Le péri-partum constitue donc une période clé du cycle physiologique et de production
de la vache laitiére, entre la fin du tarissement ou les besoins énergétiques sont encore faibles,
jusqu’au debut de la lactation ou les besoins sont élevés. L’animal doit s’adapter a ces
fluctuations gréce a la possibilité de puiser sur ses reserves corporelles (surtout pour la
production d’énergie), mais le déficit eénergétique est quasi systématique a cause du contraste
qui existe entre 1’évolution rapide des besoins et 1’évolution lente de la capacité d’ingestion.
La quantité de matiére séche ingérée et la densité énergétique de la ration en péri-partum sont

donc les facteurs essentiels qui sont disponibles pour limiter la sévérité du déficit énergétique.

Depuis plusieurs décennies, les ruminants des filiéres laitiéres ont été sélectionnés afin
d’accroitre la quantité de lait produite. Comme dans les autres productions, le poste
alimentaire constitue un élément important de 1’équilibre financier de cette production,
notamment a cause du renchérissement des aliments concentrés. Augmenter 1’efficacité
alimentaire a alors un impact significatif sur le profit de I’élevage. Cette efficacité peut étre
définie par le rapport entre la production laitiére et 1’ingestion alimentaire (Collard et al.
2000). On remarque cependant que 1’augmentation de la production en début de lactation
associée a une diminution de 1’ingestion peut parfois se faire au détriment de la santé de

[’animal.

Bilan : La période de transition est un moment critique du cycle de production des
ruminants laitiers. Anticiper et maitriser les besoins spécifiques de cette période est essentiel
afin de réduire au maximum le déficit énergétique qui est plus ou moins physiologique et

attendu a cette période.

2. Les indicateurs du déficit énergétique

A. LA LIPOMOBILISATION ASSOCIEE AU DEFICIT ENERGETIQUE PERI-PARTUM

Le déficit énergétique observé chez la vache laitiere en péri-partum est di en partie a

une forte exportation de nutriments utiles a la galactopoiése. En réponse a un bilan
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énergétique négatif, la concentration sanguine de 1’insuline diminue et celle du glucagon
augmente, avec comme conséquence 1’apparition fréquente d’une hypoglycémie. Les réserves
adipeuses sont alors mobilisées et utilisées comme source d’énergie supplémentaire afin de

couvrir, en particulier, les besoins de la production laitiére.

Des brebis sous-alimentées peuvent mobiliser plus de 50% de leurs réserves lipidiques
durant la gestation. Différents tissus adipeux contribuent a la lipomobilisation : chez la brebis
en debut de lactation, les tissus adipeux périrénal, épiploique et mésentérique représentent de
20 a 30% des lipides mobilises. Les dépdts adipeux sous-cutanés contribuent a la plus grande
part des variations des lipides corporels. En début de lactation, la brebis peut mobiliser
jusqu’a 400 g/j de lipides, ce qui peut représenter plus de 13 kg. La lipomobilisation est en
partie liée a I’exportation d’énergie pour la production laitiére, on estime qu’elle contribue
pour 80 % a la couverture du déficit énergétique et pour 25 a 75 % a I’énergie nécessaire a la

galactopoiése. (Chilliard Y., 1987)

La lipomobilisation est a 1’origine d’une augmentation de la concentration des Acides
Gras Non Estérifiés (AGNE) ou Acides Gras Libres, produits a la suite de ’hydrolyse des
triglycérides. Les AGNE circulants sont en partie captés par le foie (environ 20%) et une part
importante de ces AGNE est oxydée soit totalement (formation de CO2 par le cycle de Krebs)

soit partiellement (formation de corps cétoniques).

Les AGNE s’associent avec le coenzyme A (CoA) pour former un Acyl-CoA. L’Acyl-
CoA subit ensuite une béta-oxydation afin de former du NADH et de 1’Acétyl-CoA dans la
mitochondrie. L’Acétyl-CoA ainsi formé entre dans le cycle de Krebs: I’Acétyl-CoA se
condense avec I’oxaloacétate, précurseur du glucose, pour étre complétement oxydé et former
du citrate (Figure 2). Cependant, 1’oxaloacétate est également le substrat principal de la
néoglucogénese qui, lorsqu’il y a une hypoglycémie et que la quantité de glucose devient
insuffisante, est en priorité utilisé pour la néoglucogenese et se raréfie. La néoglucogenése
augmente notamment en fin de gestation et en début de lactation pour couvrir les besoins en
glucose de I’utérus gravide et de la mamelle. Du fait de la carence relative en composés
glucoformateurs dans le foie, le cycle de Krebs ne peut plus fonctionner normalement en
consommant de I’Acétyl-CoA et ce dernier s’accumule aussi longtemps que dure
I’hypoglycémie. L’Acétyl-CoA en exces va alors étre dirigé vers la voie de la cétogenese.

(Suriyasathaporn et al., 2000)
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En fin de gestation, des brebis sous-alimentées mobilisent plus fortement leurs
réserves et tendent a étre hypoglycémiques : la cétogenese devient intense et peut devenir

pathologique, conduisant a I’apparition d’une toxémie de gestation. (Chilliard Y., 1987)
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B. LA CETOGENESE

Les principaux corps cétoniques de 1’organisme sont 1’acétone, 1’acéto-acétate et le
béta-hydroxybutyrate. La cétogenese a lieu dans les mitochondries des hépatocytes, a partir de
I’ Acétyl-CoA, qui est le précurseur des corps cétoniques issu majoritairement du catabolisme
des acides gras dans les mitochondries des hépatocytes. L’ Acétyl-CoA est donc a I’origine de
la synthése des corps cétoniques, lorsque la quantité de glucose est insuffisante, ¢’est-a-dire
en situation de déficit énergétique. Dans ce cas-l3, ils subissent une oxydation partielle dans la

mitochondrie.

L’Acétyl-CoA non utilisé par le cycle de Krebs est oxydé partiellement : il est
transformé en AcétoAcétyl-CoA puis condensé en AcétoAcétate (AcAc). Ce dernier est
ensuite réduit dans la mitochondrie en Béta-HydroxyButyrate (BHB), dont une partie est

décarboxylée en acétone.

Les corps cétoniques constituent une source d’énergie pour les tissus périphériques
comme la mamelle lorsque la glycémie est basse. Cependant, un excés de corps cétoniques
peut étre néfaste pour I’organisme. Lorsque I’utilisation des corps cétoniques par les tissus
périphériques est insuffisante par rapport a leur production, 1’animal est susceptible de
développer un état de cétose, caractérisé par une hypoglycémie associée a une
hypercétonémie. On considére qu’au moins 50 % des vaches laitieres ont une phase transitoire
de cétose subclinique pendant le premier mois de lactation lorsque le maintien de la glycémie
est précaire. Dans la plupart des cas, la glycémie diminue pendant 1 a 2 semaines autour du

part avant de retrouver une valeur usuelle (Esposito et al., 2014).

C. LES INDICATEURS DU BILAN ENERGETIQUE NEGATIF

Lors de déficit énergétique, il existe une augmentation significative des concentrations
plasmatiques des AGNE et des corps cétoniques. On constate le plus souvent une diminution
de la concentration plasmatique du glucose. L’intensité de ces variations est corrélée a la

sévérité et a la durée du deéficit énergétique.

La reproduction expérimentale d’un déficit énergétique a déja été publiée plusieurs
fois pour la vache laitiere. Dans un de ces essais (Moyes et al., 2009), la restriction

alimentaire correspond a une couverture de 60% des besoins des animaux durant sept jours,
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correspondant a un déficit similaire a celui rencontré en péri-partum. Chez cing vaches
Holstein chez qui le déficit énergétique a été provoqué a 60 jours post-partum, Moyes et al.
(2009) ont mesuré des concentrations plasmatiques en AGNE et en corps cétoniques plus
élevées que chez les cing vaches non restreintes (p-value<0,001). Dans cette étude cependant,

la glycémie n’était pas significativement différente entre les deux groupes.

Une autre étude (Gross et al., 2011), conduite sur un effectif de 50 vaches Holstein,
décrit le déficit énergétique provoqué par une restriction alimentaire a 100 jours de lactation.
Cette étude comprend trois périodes : la premiére période depuis le début de la lactation
jusqu’a 12 semaines post-partum, la deuxiéme correspond a la période de restriction
alimentaire d’une durée de 3 semaines a partir de 100 jours de lactation pour le groupe
restreint, alors que les besoins sont couverts dans le groupe témoin, et la troisieme période
correspond a la période de réalimentation d’une durée de huit semaines a la suite de I’arrét de

la restriction.

a Dans la période 1, le bilan énergétique diminue jusqu’a un nadir qui est atteint une semaine
apres le part. Malgré le bilan énergétique négatif observé en début de lactation, la production
laitiere augmente réguliérement. Le pic de lactation est atteint a la sixiéme semaine. Le bilan

énergétique est a nouveau positif a partir de la neuviéme semaine post-partum.

o Dans la période 2, la production laitiere diminue d’environ 10%, mais retrouve un niveau
comparable a celui des animaux non restreints aprés réalimentation. Néanmoins, lors de la
restriction alimentaire, le Taux Butyreux du lait (TB) n’est pas modifié alors que le Taux
Protéique (TP) diminue significativement. Le TP diminue essentiellement a cause de 1’apport
insuffisant de protéines dans la ration alors que le TB reste le méme a cause des AG exportés
a partir du tissu adipeux. Quant au lactose, sa valeur reste stable durant les périodes de début

et du milieu de lactation et n’est pas affectée par la restriction dans cette étude.
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Figure 4 : Synthése et origine des constituants du lait (d’aprés Enjalbert)

La glycémie diminue au cours des deux premiéres semaines de lactation, ou la
demande est plus forte, particulierement pour la synthése du lactose. Lors de la restriction, la
diminution de la concentration plasmatique du glucose est moins marquée qu’en début de
lactation, malgré le bilan énergétique négatif plus marqué pendant la restriction (environ 50%
des besoins couverts). De méme, la mobilisation des réserves conduit a une augmentation des
concentrations en AGNE et en BHB plus grande en début de lactation, que pendant la phase
de restriction expérimentale. La réponse de 1’organisme a un déficit énergétique est donc
différente en début et en milieu de lactation. Cela conduit a considérer 1’existence d’autres
mécanismes qui sont mis en jeu pendant la période de transition que sont les changements liés

a la parturition et a la synthése du lait.

La Note d’Etat Corporel (NEC) de I’animal est également un critére a considérer dans
I’étude des indicateurs du bilan énergétique négatif. A savoir que ce paramétre doit étre
évalué soit avant, soit apres la mise bas : en effet, la NEC varie rapidement a cette période car
avant la mise bas, il y a souvent un exces de réserves corporelles alors qu’apres la mise bas, la
mobilisation des réserves adipeuses est accrue et conduit a un amaigrissement. Dans une
étude portant sur I’influence de 1’état d’engraissement sur la réponse comportementale et
physiologique de la vache laitiere (Schutz et al. 2013), il a été mis en évidence des
augmentations des concentrations plasmatiques en AGNE et BHB plus grandes chez les
vaches avec des NEC élevees apres la mise-bas. Ces dernieres ont une baisse d’appétit suite a

la parturition (I’étude montre que les vaches avec des NEC plus basses passent plus de temps
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a manger) et ont un risque plus élevé de développer des maladies métaboliques (cétose, fievre
de lait). Les désordres hépatiques (stéatose) engendrés par cette diminution de 1’ingestion
pourraient alors étre a 1’origine d’une mauvaise utilisation des AGNE, d’ou une augmentation

plus marquée de la concentration du BHB.

Bilan : L’augmentation des concentrations plasmatiques des AGNE et des corps
cétoniques reflete I’intensité de la lipomobilisation provoquée par le déficit énergétique en
début de lactation. La concentration du glucose a tendance a diminuer, a la suite de la

diminution des apports, alors que le ratio TB/TP augmente.

3. Incidence élevée des maladies infectieuses autour du part

A. EVOLUTION DE LA FILIERE LAITIERE

Depuis environ 30 ans, I’industrie laitiére subit des restructurations importantes. Les
animaux sont sélectionnés pour une production laitiere toujours accrue afin d’optimiser le
rendement. Par exemple, une vache Prim’Holstein produisait moins de 5 000 kg de lait par
lactation en 1980 alors qu’en 2008, elle en produit en moyenne plus de 8 000 kg/an, ce qui

revient a une augmentation de plus de 60% en 30 ans environ.
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Figure 5 : Evolution du nombre de vaches laitiéres et de leur production depuis le début des années 2000

(d’aprés Agreste)
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Cette augmentation de la production associée a une forte restructuration de la filiere
laitiere a entrainé de profonds changements dans la conduite des troupeaux, comme par
exemple le logement, 1’alimentation et la gestion du cycle de production. Cependant, malgré
I’augmentation forte du rendement des animaux permis en grande partie par I’amélioration de
I’alimentation, on remarque que 1’incidence des maladies n’a pas régressé (cf. tableau 2), et
également que le péri-partum reste une période a risque pour la santé de 1I’animal. (Goff et al.,
2006) Les vaches dont la production laitiere est la plus élevée ont un risque accru de
développer une cétose, probablement parce les besoins énergétiques sont chez elles beaucoup
plus grands (Duffield et al. 2009). L’augmentation forte et rapide de la production laitiere
accentue le stress métabolique associé a la galactopoieése, et Heringstad et al. (2007) a montré
que la sélection génétique sur la capacité de production est négativement corrélée a la
résistance aux mammites. En outre, selon Heringstad et al. (2007), la sélection génétique pour
la résistance aux mammites tendrait a augmenter la résistance génétique a d’autres maladies

fréquentes du début de lactation que sont la cétose et la rétention placentaire.

Tableau 2 : Incidence des principales maladies rencontrées dans les cheptels laitiers aux Etats-Unis en 1995 et
2001 (d’apres Goff et al., 2006)

‘ Troupeau affecté, %

1995 2001
Mammite 13,4 14,7
Boiterie 10,5 11,6
Rétention feetale 7,8 7.8
Fievre de lait 59 5,2
Déplacement de caillette 2,8 3,5
Mortalité des génisses avant sevrage 10,8 8,7

B. LES PRINCIPALES MALADIES DU PERI-PARTUM

De nombreuses études s’intéressent a la période péri-partum, qui est une période
critique pour I’animal du fait des besoins spécifiques rencontrés & ce moment-Ia, et de son

influence sur I'immunité et la santé de I’animal. En effet, la période de transition est une
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période ou 1’animal est sujet a des modifications métaboliques, mais aussi a des modifications
des mécanismes de I’immunité, qui sont probablement responsables de 1’augmentation du
risque de développement de maladies métaboliques ou infectieuses. Sont notamment observés
a cette période, la cétose, la stéatose hépatique, la fievre de lait, la rétention placentaire,
I’endométrite, les déplacements de la caillette, les mammites et les boiteries. La plupart des
maladies métaboliques de la vache laitiére sont observées durant les deux premiéres semaines
de la lactation (Goff et al., 1997).

La cétose est une maladie dont le risque est maximal en début de lactation. Il est
géneralement admis que I’acétonémie apparait a la suite d’une diminution de la disponibilité
du glucose. La cétose de type | intervient suite au deficit physiologique rencontré en début de
lactation, de 2 a 6 semaines de lactation. Dans ce cas, il y a un défaut d’apport en glucose
mais la néoglucogenése fonctionne normalement contrairement a la cétose de type Il ou il y a
un défaut de néoglucogenese secondaire a une atteinte hépatique (stéatose). (Abutarbush
2010) La production laitiere aprés le part augmentant plus rapidement que la prise
alimentaire, I’animal doit alors mobiliser des réserves graisseuses afin de couvrir les besoins
de la glande mammaire. Cependant, si cette mobilisation est excessive, 1’accumulation
d’AGNE provenant du tissu adipeux excede la capacité du foie a utiliser ces acides gras pour
produire de I’énergie. Ces derniers sont alors convertis en corps cétoniques qui, en quantité

élevée, sont déléteres pour I’animal.

La cétose peut engendrer des pertes économiques (diminution de la production laitiere,
impact sur la reproduction). De plus, les vaches en cétose sont souvent dysorexiques, ce qui
exacerbe encore le déficit énergétique. Une hausse de la concentration plasmatique en béta-
hydroxybutyrate (BHB) lors de la premiére semaine de lactation est associée a une faible
production laitiere lors du premier contr6le laitier et a une plus faible production sur la
lactation. Cependant, si cette augmentation est plus tardive et survient lors de la deuxieme
semaine de lactation, on observe une diminution de la production au premier contréle mais la
production laitiere durant la lactation est globalement supérieure a celles des vaches
normocétosiques. (Duffield et al., 2009) Ceci peut étre expliqué par le fait que les vaches
hautes productrices ont plus de risque de développer une cétose et ont une production globale
plus élevée. Nous verrons plus loin de quelle maniére les métabolites sanguins tels que le

BHB et les AGNE peuvent altérer la fonction immunitaire.
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La fréquence des mammites dans les cheptels est plus élevée durant la période de
transition. Les mammites continuent d’étre I’une des maladies les plus onéreuses de la filiére
laitiere & cause de leur fréquence et des coits qu’elles engendrent (perte de lait, traitement,
réforme). Une meilleure compréhension des mécanismes de défense immunitaire de la glande
mammaire durant les phases critiques du cycle de production permettrait d’envisager de
nouvelles modalités de contréle et ainsi de réduire I’incidence des mammites dans les cheptels

laitiers.

Collard et al. (2000) ont étudié la relation entre la durée et la sévérité du déficit
énergétique et I’incidence des maladies chez 140 vaches Holstein pendant les 100 premiers
jours de lactation. Les problémes locomoteurs sont significativement associés au déficit
énergétique. L’animal ne pouvant pas répondre a la demande énergétique du début de la
lactation a cause d’une prise alimentaire insuffisante, 1’éleveur a alors souvent tendance a
augmenter la part de concentrés dans la ration. La proportion de fibres est en parallele
diminuée, ce qui réduit la production de salive et le temps de rumination, avec comme
conséquence une diminution du pH du rumen. Ceci entraine une libération d’histamine et
d’endotoxines dans le sang, causant une vasodilatation et des lésions vasculaires de la matrice
podogéne du sabot. La qualité de la corne est altérée et des ulceres de la sole ou une érosion
du talon peuvent apparaitre. De méme, la douleur engendrée par la fourbure et autres
problémes locomoteurs peut aggraver le déficit énergétique car 1’animal passe moins de temps
a se déplacer vers la table d’alimentation et a ingérer la ration. Les problemes digestifs et
métaboliques (cétose, fievre de lait, déplacement de la caillette, diarrhée, indigestion,
dysorexie) sont associés a des périodes de déficit énergétique plus sévere et de durée plus
longue. Par ailleurs, les problemes de reproduction (rétention placentaire, métrite, infection
utérine, vaginite, ovaires kystiques) sont les seuls a avoir une corrélation significative avec le
bilan énergétique. Cette corrélation signifie que les vaches présentant des troubles ont un
bilan énergétique qui devient positif plus rapidement que les autres. Les désordres de
I’appareil reproducteur entrainent une diminution de la production laitiére et ainsi une
diminution des besoins énergétiques, ce qui permet une couverture des besoins alors qu’ils
sont plus faibles. Quant aux mammites, leur incidence est plus grande chez les vaches de plus
grande conformation, les affections mammaires sont positivement corrélées a la taille,

I’ossature et la profondeur de la cage thoracique. (Collard et al., 2000)

Le déficit énergétique physiologique du début de la lactation est associé a une
incidence plus élevée de toutes les maladies confondues que le déficit induit par une
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restriction alimentaire en milieu de lactation (Gross et al., 2011). De plus, une restriction
alimentaire modérée (20%) induite apres 2 semaines de lactation n’entraine pas une
augmentation significative de la concentration plasmatique des AGNE, ni de la composition
lipidique du foie (Drackley et al., 1991). D’autres facteurs que I’alimentation sont donc mis en

jeu lors de la période critique du début de la lactation.

C. EACTEURS DE RISQUE DES MAMMITES

v" PHASE D’INVOLUTION DE LA GLANDE MAMMAIRE ET MAMMITE

Nous allons ici nous intéresser plus particulierement aux mammites survenant en
début de lactation. Dans le cycle de production classique, la lactation est interrompue par le
tarissement a 7 mois de gestation environ. Des modifications importantes surviennent a ce
moment-la et vont influencer la santé ultérieure de la glande mammaire. Lors de I’involution
de la glande (durant 3 a 4 semaines), 1’épithélium mammaire sécrétoire subit une apoptose
alors que la glande est remodelée et se prépare a la phase de lactation. Lors de cette
involution, le nombre de neutrophiles et de macrophages dans les sécrétions mammaires
augmente fortement, ainsi que la concentration en immunoglobulines et en lactoferrine. La
lactoferrine chélate le fer, inhibe la croissance bactérienne et 1’activité des enzymes dépendant
du fer. L’entrée des bactéries est également prévenue par la présence d’un bouchon de

kératine qui obstrue le canal du trayon. (Goff et al., 1997)

Une grande partie des infections intra-mammaires survient dans la premiére semaine
de la période seche, lorsque le flux de lait cesse d’expulser les bactéries présentes dans le
canal, et avant la fin de I’involution. Celles-ci n’aboutissent pas systématiquement a
I’apparition de signes cliniques, mais certaines bactéries, si elles ne sont pas complétement
éliminées par la réponse immunitaire, provoquent une mammite au début de la lactation. Ces
infections sont pour la plupart dues a des bactéries coliformes et surviennent dans le premier
mois de la lactation (Goff et al., 1997). On peut alors soulever trois questions : pourquoi des
mammites subcliniques pendant la période seche deviennent-elles cliniques en début de
lactation ? Et pourquoi la mamelle est-elle plus sensible aux mammites pendant le péri-
partum ? Serait-ce d0 a une immunodépression de la vache laitiere lors de cette période

critique ?
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De nombreux facteurs survenant autour de la parturition concourent a diminuer les
mécanismes de defense de la glande mammaire. Le bouchon de kératine est expulsé 7 & 10
jours avant le part et la concentration de la lactoferrine diminue lors de la sécrétion de
colostrum (Goff et al., 1997). De méme, les vaches laitieres développent un certain degré
d’hypocalcémie lors de cette période car le déclenchement de la lactation nécessite une grande
quantité de calcium qui n’est pas immédiatement disponible. Un relachement de la tonicité

des muscles du sphincter du canal du trayon est également suspectée.

v INFLUENCE DES CONCENTRATIONS PLASMATIQUES DES AGNE ET

DU BHB SUR LE RISQUE DE SURVENUE D’UNE MAMMITE

Les résultats de 1’étude de Moyes et al. (2009) ont montré que les vaches développant
une mammite subclinique ou clinique dans les sept jours suivant la parturition ont une
concentration plasmatique en AGNE avant la parturition supérieure aux vaches saines. De
méme, les vaches développant une mammite clinique dans les huit a 90 jours de lactation ont
une concentration en AGNE supérieure aux vaches saines dans les deux semaines qui
précedent 1’apparition de la mammite. Par conséquent, cette ¢tude indique qu’une
concentration élevée en AGNE est associée au développement de mammites en début de
lactation. Une corrélation positive entre 1’incidence des mammites dans les quatre premieres
semaines suivant la parturition et une concentration élevée en AGNE est également retrouvee
dans I’étude de Janosi et al. (2003).

La concentration plasmatique des AGNE est un indicateur de I’intensit¢ de la
lipolyse ; les vaches qui développent une mammite pendant les premieres semaines de la
lactation mobilisent donc plus de tissu de réserve que leurs congéneres non affectées. Il est
donc intéressant d’explorer 1’effet d’une concentration plasmatique élevée en AGNE sur la

compétence immunitaire.

De méme, les vaches contractant une mammite clinique ont une concentration
plasmatique de BHB plus élevée dans la semaine avant la parturition (pour les mammites
survenant dans les sept jours post-partum) et deux semaines avant I’apparition de la mammite
(pour les mammites survenant de huit a 90 jours post-partum), (Moyes et al., 2009). Une
concentration augmentée en BHB indique un degré de déficit énergétique plus grand et est ici

associée au développement de mammite en début de lactation. Des vaches avec une
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concentration en BHB supérieure a 1,0 mmol/L seraient predisposées au développement

d’une mammite dans les quatre premiéres semaines de la lactation (Janosi et al., 2003).

Une augmentation significative des corps cétoniques BHB et AcAc, et des AGNE
associée a une diminution significative d’IGF-I, de T4 et de T3, est observée dans les
échantillons sanguins prélevés un a trois jours apres la mise bas chez les vaches développant
des mammites dans les quatre semaines post-partum par rapport aux vaches non infectées.
L’incidence des mammites causées par des bactéries dont la source est environnementale,
qu’elles soient a Gram positif ou Gram négatif, est significativement plus grande parmi les
vaches hypercétonémiques que les vaches dont ces valeurs sont dans ’intervalle des valeurs
usuelles (Janosi et al., 2003). De plus, une mammite a Escherichia coli induite
expérimentalement se révele plus sévere chez une vache en cétose (valeur limite BHB a 1,00

mmol/L) que chez une vache normocétosique (Kremer et al., 1993).

Les mammites les plus rencontrées en début de lactation sont causées par des bactéries
a Gram négatif. Les résultats précédents montrent que 1’acétonémie est un facteur
prédisposant aux mammites d’environnement (& germe Gram négatif en particulier).
Cependant, d’autres facteurs entrent en jeu dans 1’incidence de ces affections. Par exemple,
Staphylococcus aureus est un agent qui colonise 1’apex du trayon a la faveur de 1ésions de
I’épithélium. Il faut donc garder en téte qu’il existe de multiples facteurs (température de
I’environnement, infection virale, antécédents de mammites, traumatismes liés a la traite,
érosions de I’épithélium...) autres que le déficit énergétique et I’acétonémie qui participent a
la prédisposition aux mammites du début de la lactation et qui ne sont pas négligeables chez

des vaches laitieres hautes productrices.

v" CONCENTRATION PLASMATIQUE EN ASAT ET MAMMITE

La concentration plasmatique de 1’Aspartate AminoTransferase (ASAT) est un
indicateur de la cytolyse hépatique ; de ce fait, elle peut servir d’indicateur indirect de la
stéatose hépatique, conséquence d’un bilan énergétique négatif. L’étude de Moyes et al.
(2009) a montré une corrélation positive (p<0,05) entre une concentration plasmatique en
ASAT plus élevée et le développement d’une mammite clinique dans les huit a 90 jours de
lactation. Cependant, d’autres études n’ont pas trouvé d’association significative entre la

concentration en ASAT et I’incidence des mammites (Janosi et al., 2003). L’ASAT n’est pas
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un indicateur tres spécifique et il est probablement trop peu sensible pour révéler les situations

de deficit énergétique et évaluer indirectement le risque de développement des mammites.

v" INFLUENCE DU TAUX DE CELLULES DANS LE LAIT

En créant deux groupes de brebis sélectionnées a partir des index génétiques de la
concentration des cellules somatiques du lait (ou bien du Score de Cellules Somatiques = SCS
qui est la valeur normalisée de ces concentrations), Rupp et al. (2009) ont mis en évidence
que les brebis nées d’accouplement avec des béliers dont I’index génétique est favorable, ont
une incidence plus faible de mammites cliniques et subcliniques et en conséquence, des CCS

moins élevés. De plus, elles ont :

- une prévalence d’abces de la mamelle et de mammites subcliniques plus faible,
particulierement autour de la mise bas ;
lactation ;

- et un SCS plus bas dans les échantillons contenant une bactérie donnée, que ce soit a
cause d’une moindre pénétration des bactéries dans le canal du trayon ou a cause de

mécanismes de défense plus efficaces limitant la multiplication des bacteries.

Ces brebis auraient donc une meilleure capacité a controler les infections intra-mammaires
durant la période péri-partum, a lutter contre les infections intra-mammaires pendant la

lactation et a limiter le processus inflammatoire et ses conséquences cliniques.

Beaudeau et al. (2002) a étudié le risque de mammites dans différents troupeaux : les
troupeaux ayant une forte proportion de vaches dont le taux cellulaire est bas (< 50 000

cellules/mL), ont un risque plus grand de développer des mammites cliniques.

Les résultats de ces deux études montrent donc une divergence entre 1’étude a 1’échelle
de I’individu et a I’échelle du troupeau. Néanmoins, dans la deuxiéme étude, il n’est pas
possible de savoir si les animaux a comptage cellulaire bas sont ceux atteints de mammite. De
plus, toute la durée de la lactation est prise en compte dans la premiére étude alors que dans la
deuxiéme, n’est pris en compte que l’intervalle de temps entre deux controles laitiers.
Cependant, lorsque I’infection atteint une glande, il y a un recrutement cellulaire important

dans la glande infectée qui provoque également un afflux cellulaire dans la glande adjacente.
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Une glande saine aura alors moins de chance d’étre nouvellement infectée qu’une glande

infectée, car le recrutement cellulaire, méme léger, protege contre une nouvelle infection.

Conclusion partielle : La période péri-partum est une période durant laquelle
I’incidence des maladies métaboliques et infecticuses est accrue, provoquant une dégradation
de la production, et les colts associés sont loin d’étre négligeables pour 1’élevage. Les
ruminants des filieres laitieres font face a un déficit énergétique physiologique plus ou moins
sévere, caractérisé par des concentrations plasmatiques élevées en AGNE et en BHB. Ces
métabolites représentent des facteurs de risque significatifs pour le développement des

mammites, méme si leur role causal direct n’est pas encore bien établi.

De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes qui altérent la réponse
immunitaire durant le début de lactation, en étudiant en particulier les possibles effets des

métabolites tels que les AGNE et les corps cétoniques sur les fonctions immunitaires.
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I1. Relation entre déficit énergétique et fonctions immunitaires

1. Effets du bilan énergétiqgue négatif sur Pimmunité

La période péri-partum est une période ou I’animal en production est sujet & un déficit
énergétique physiologique. Or, c’est aussi une période a risque pour le développement d’un
certain nombre de maladies métaboliques et de maladies infectieuses comme les mammites.
La plupart des études s’intéressant a la relation entre le déficit energétique et les fonctions
immunitaires ont examiné les effets des métabolites associés a un déficit energétique (AGNE,
corps cétoniques) sur I’immunité. Certaines études ont étudié ces effets en provoquant le

déficit par le biais d’une restriction alimentaire.

A. EFFETS DU DEFICIT ENERGETIQUE SUR LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Les granulocytes neutrophiles constituent le type cellulaire majeur recruté dans le lait
et les sécrétions mammaires lors d’une inflammation (Rivas et al., 2001). Leur capacité a
migrer vers le site infectieux, c’est-a-dire leur capacité chimiotactique, et donc leur capacité a
controler ’invasion des bactéries est essentielle pour le controle de I’infection et 1’évolution
de la mammite. Moyes et al. (2009) a soumis un groupe de vaches en milieu de lactation a une
restriction alimentaire correspondant a 60% de leurs besoins pendant sept jours. Dans cette
étude, aucun effet du déficit énergétique sur le chimiotactisme des neutrophiles in vitro n’a été
détecté, en contradiction avec les résultats de Suriyasathaporn et al. (1999). Cependant, la
concentration plasmatique moyenne en BHB des vaches de 1’é¢tude de Moyes et al. (2009)
était de 0,70 mmol/L, ce qui est inférieur aux concentrations seuils de BHB mesurées dans
I’é¢tude de Suriyasathaporn et al. (1999) reflétant une cétose subclinique ou clinique. La
capacité de phagocytose in vitro des neutrophiles était inférieure chez les vaches soumises a la
restriction énergétique. La fonction phagocytaire serait donc plus affectée que le

chimiotactisme lors d’un déficit énergétique. (Moyes et al., 2009)

Perkins et al. (2001) ont étudié I’expression des molécules d’adhésion des leucocytes
chez des beeufs Holstein soumis a une restriction alimentaire. Ces molécules facilitent
I’adhésion des cellules a ’endothélium vasculaire, et contrélent donc la premiere étape de la
migration des leucocytes vers les tissus infectés. Le déficit énergétique induit par la restriction
(60% des besoins) ne diminue pas I’expression des molécules d’adhésion CD62L (molécule
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requise par les leucocytes pour le contact initial avec 1’endothélium vasculaire) et a peu
d’effet sur ’expression de CD11b et CD18 ou du CMH de classe 1. Ces résultats suggerent
que le déficit énergétique seul ne modifie pas significativement 1’expression des molécules
d’adhésion. Le bilan énergétique négatif agirait conjointement avec des changements
métaboliques ou endocriniens liés a la mise bas. Cependant, les leucocytes utilisés dans cette
étude proviennent de la circulation sanguine et sont donc dans un état de repos. CD11b et
CD18 sont présents dans les granules des leucocytes et leur régulation se fait en présence d’un
stimulus (chimioattractant libéré lors d’une infection ou de 1’inflammation). Il serait donc plus

approprié d’étudier 1’expression de ces molécules a la suite d’un stimulus.

B. DES LIPIDES A L’ORIGINE DE LA RESOLUTION DE L’ INFLAMMATION

L’inflammation fait partie des mécanismes de défense essentiels, qui sont requis lors
d’une infection ou d’une Iésion tissulaire pour permettre un retour a 1’homéostasie. La
régulation de la réponse inflammatoire résulte d’un équilibre délicat entre des rétrocontroles
positifs et négatifs. En effet, une réponse inflammatoire excessive peut étre néfaste pour
I’organisme et causer des dommages tissulaires irréversibles, voire si sévéres qu’ils ne sont
plus compatibles avec la fonction de 1’organe, voire avec la vie. Depuis environ 40 ans, la
recherche a surtout porté sur les facteurs d’initiation et d’entretien de 1’inflammation avec
pour objectif le développement de médicaments anti-inflammatoires inhibiteurs de la cascade
inflammatoire. Depuis plus récemment, de nombreuses études se sont intéressées a la phase
de résolution de I’inflammation dans le but de développer des molécules activant la
terminaison de I’inflammation. Les molécules agonistes de la résolution aujourd’hui connues
font partie de la famille des médiateurs pro-résolutifs spécialisés (Specialized Proresolving
Mediators, SPM) : ce sont des médiateurs lipidiques tels que les lipoxines, les résolvines et les
protectines. Les lipoxines sont dérivées de ’acide arachidonique (AG polyinsaturé oméga-6)
par des réactions impliquant des lipoxygénases. Les résolvines et les protectines sont des
dérivés d’AG polyinsaturés oméga-3 produits par des réactions impliquant des cyclo-
oxygenases et des lipoxygénases (Russel et al., 2013).
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v' LES _MEDIATEURS _LIPIDIQUES DE_ LA RESOLUTION _DE

L’ INFLAMMATION

La résolution de I’inflammation est une phase importante et active de la réponse
inflammatoire accompagnée d’une restauration tissulaire : une dérégulation de cette phase
peut entrainer des dommages importants et est impliquée dans la pathogenese et les
complications de certaines maladies infectieuses. Par exemple, lors d’un sepsis, il y a perte du
contréle homéostatique de la réponse inflammatoire dirigée contre 1’agent infectieux, ce qui
conduit a un état pro-inflammatoire et pro-coagulant, conduisant a une défaillance organique
et la mort (Russel et al., 2013). Il serait donc intéressant de développer des stratégies
thérapeutiques visant a limiter le trafic des leucocytes, stimuler I’apoptose des neutrophiles au
sein des sites inflammatoires et de dommages tissulaires, et ainsi restaurer le micro-
environnement a son état pré-inflammatoire. (Buckley et al., 2014) De plus, les SPM sont des
molécules présentant des avantages par rapport aux stéroides aujourd’hui utilisés car elles

n’ont pas de propriétés immunosuppressives.

De nombreuses études ont été conduites chez I’homme et chez la souris afin d’évaluer
I’effet de I’administration de médiateurs lipidiques dans certaines maladies. Le tableau 3 ci-
dessous résume leurs effets dans des modeles de rongeurs. On remarque notamment que le
role des lipoxines varie en fonction de la maladie infectieuse. Dans le cas de la tuberculose,
les souris transgéniques déficientes en 5-lipooxygénase (enzyme requise pour la production de
lipoxines) contrdlent mieux 1’infection, ont des concentrations pulmonaires plus élevés d’IL-
12 et d’TFN-y, et la mortalité est réduite chez ces animaux. (Bafica et al., 2005) Au contraire,
lors d’une toxoplasmose, les souris incapables de produire la lipoxine A4 présentaient une
mortalité plus élevée que les souris sauvages, avec des taux sériques d’IL-12 et d’IFN-y plus
grands. La mortalité observée chez ces souris pourrait étre due aux dommages tissulaires
causés par les cytokines malgré un meilleur contréle du parasite (moins de portage parasitaire
et moins de kystes cérébraux observés chez ces animaux). (Aliberti, 2002) L’IL-12 est
produite par les cellules présentatrices d’antigéne et a un réle important dans le contrdle des
agents pathogénes intracellulaires comme Toxoplasma gondii, mais en exces, I’'IL-12 peut
entrainer une immuno-pathologie. Chez la souris, la lipoxine A4 inhibe la production d’TL-12,
ce qui empécherait le développement d’une inflammation excessive, mais pourrait favoriser

une infection chronique.
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Les différents effets observés dans ces deux maladies sont expliqués par I’interaction
hote-agent pathogéne. Le développement de phénomenes immuno-pathologiques est plus fort
dans le cas de la toxoplasmose car le parasite se réplique rapidement et le risque
d’inflammation excessive est plus grand d’ou les effets bénéfiques de la production de
lipoxines. Au contraire, Mycobacterium tuberculosis se réplique lentement et la réponse
inflammatoire permet de contrdler I’infection et les dommages tissulaires causés par 1’agent

pathogéne. (Russel et al., 2013)

Tableau 3 : Roles des médiateurs lipidiques de la pro-résolution dans des maladies infectieuses (d aprés Russell

etal., 2013)
Infection Modéle Résultat
Lipoxines
Influenza A Souris | Sous-régulation de SOCS2 (requis pour I’activité de la lipoxine) associée a une

virulence plus élevée

Virus syncitial respiratoire Souris | Déficit en 5-lipoxygénase (requis pour la production de la lipoxine) associé a
une pathologie pulmonaire plus marquée

Mycobacterium tuberculosis Souris | La lipoxine contribue & la mortalité et & la charge mycobactérienne
Toxoplasma gondii Souris | La lipoxine réduit la mortalité mais augmente la charge parasitaire
Trypanosoma cruzi Souris | 15-epi-lipoxine A4 réduit la parasitémie et augmente la survie

Plasmodium berghei- ANKA Souris 15-epi-lipoxine A4 augmente la survie

Périodontite Lapin La lipoxine réduit I’infiltration leucocytaire et la destruction osseuse

(Porphyromonas gingivalis)

Résolvines
Sepsis Souris La résolvine réduit la mortalité
Péritonite a Escherichia coli Souris La résolvine réduit la mortalité et stimule I’effet antimicrobien de la

ciprofloxacine

Dermatite & Staphylococcus | Souris | La résolvine stimule I’effet antimicrobien de la vancomycine

aureus
Sepsis post-brilure Rat La résolvine réduit la mortalité
Pneumonie a E. coli Souris | La résolvine réduit la sévérité des lésions histologiques de la pneumonie et la

mortalité

Péritonite a E. coli associée a | Souris La résolvine réduit la mortalité

une affection pulmonaire aigue

Herpes virus simplex oculaire Souris | La résolvine réduit la sévérité des lésions

Protectines

Influenza A ‘ Souris ‘ La protectine réduit la réplication virale in vitro et augmente la survie in vivo
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v' ETUDES EXPERIMENTALES CHEZ LES RUMINANTS

La lipomobilisation intense qui a lieu au début de la lactation chez la vache laitiére est
associée a une augmentation du risque de maladies infectieuses. Cette lipomobilisation est un
processus dynamique entre la lipolyse et la lipogenése : en période péri-partum, la lipolyse est
plus intense que la lipogenése, et elle est associée a une libération d’AGNE dans la circulation
sanguine. Contreras et al. (2012) ont étudié les effets des AGNE sur la réponse inflammatoire
vasculaire. En effet, I’interaction entre les leucocytes et I’endothélium vasculaire est un
processus déterminant en partie 1’efficacité de la réponse inflammatoire lors d’une maladie
infectieuse. La migration des leucocytes vers les tissus infectes se fait grace a la production de
cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (dont les interleukines) et 1’expression de
molécules d’adhésion par les cellules endothéliales. Une fois la source de I’inflammation
éliminée, des médiateurs anti-inflammatoires sont produits, 1’expression des molécules
d’adhésion est inhibée et il y a synthése d’éicosanoides qui participent a la résolution de
I’inflammation. Les éicosanoides sont des molécules lipidiques produites par les cellules
endothéliales et les leucocytes suite a 1’oxydation de dérivés d’AG poly-insaturés. La
biosynthése des éicosanoides implique les enzymes cyclo-oxygéenases et lipo-oxygénases.
Certains éicosanoides (leucotrienes, thromboxanes, prostaglandines) ont des propriétés pro-
inflammatoires et d’autres (lipoxines, résolvines) promeuvent la résolution de
I’inflammation : un déséquilibre entre ces deux types d’éicosanoides fait partie de la

pathogenese de certaines maladies. (Serhan et al., 2008)

Des cellules endothéliales aortiques bovines ont été cultivées in vitro dans différentes
concentrations d’AGNE reflétant les concentrations mesurées chez des vaches pendant la
période de transition (Contreras et al. (2012). 1l y a augmentation de I’expression de cytokines
(IL-6 et IL-8), et de molécules d’adhésion (molécule d’adhésion intercellulaire ICAMI et
vasculaire VCAM1) dans les milieux contenant des AGNE par rapport aux milieux n’en
contenant pas. Or, ’augmentation de I’expression de 1’IL-6 et de I’'IL-8 est associée a la
pathogenése des mammites cliniques causées par les coliformes (Aitken et al., 2011). Il y a,
de plus, augmentation de dérivés réactifs de 1’oxygéne dans les milieux ou la concentration
des AGNE est élevée, et donc une augmentation du stress oxydatif. La supplémentation en
AGNE entraine également la synthése de métabolites dérivés de 1’acide linoléique connus
pour avoir des propriétés pro-inflammatoires. Par conséquent, la  modification des
concentrations en AGNE peut stimuler le caractére pro-inflammatoire au sein des cellules
endothéliales et donc altérer la réponse inflammatoire et la migration leucocytaire (Contreras
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et al., 2012). Le déséquilibre énergétique auquel font face les vaches laitiéres en période de
transition représente donc un facteur de risque pour des maladies inflammatoires d’origine

infectieuse comme les mammites, métrites ou les infections du pied.

De plus, Contreras et al. (2012) se sont intéressés a 1’influence de la composition en
AG -3 sur la réponse inflammatoire de cellules endothéliales aortiques bovines. Celles-ci ont
été cultivées soit dans un milieu dont la concentration en AG mime la concentration
plasmatique en AGNE de la premiere semaine de lactation chez les vaches laitieres, soit dans
le méme milieu supplémenté avec une plus forte proportion d’AG ®»-3 (incluant les acides
eicosapentanoique et docosahexanoique). En cultivant les cellules dans des milieux enrichis
en AG -3, I’expression des cytokines pro-inflammatoires, de molécules d’adhésion et de
dérivés réactifs de 1’oxygeéne est diminuée. Les auteurs ont également observé une
augmentation de la synthése d’€icosanoides dont les résolvines, protectines et lipoxines.
L’augmentation de la composition en AG ®-3 des cellules endothéliales promeut donc la
synthese d’¢icosanoides activant la résolution de I’inflammation, ce qui atténuerait la réponse
inflammatoire des cellules endothéliales, et pourrait de fait réduire la sévérité et la durée des

maladies inflammatoires d’origine infectieuse des vaches périparturientes.

2. Effets des acides gras et des corps cétoniques sur ’immunité

L’animal en période de transition fait face a un déficit énergétique physiologique plus
ou moins sévere. Il mobilise alors ses tissus de réserve, ce qui augmente les concentrations
plasmatiques en AGNE et en corps cétoniques. L’hyper-cétonémie présente lors de la
premiére semaine de lactation est un facteur de risque important de développement du
déplacement de la caillette, de la cétose clinique et de la métrite a partir d’une concentration
seuil de BHB comprise entre 1,2 et 1,4 mmol/L (Duffield et al., 2009). Certaines études se
sont alors concentrées sur le réle de ces métabolites sur les cellules du systeme immunitaire

afin d’expliquer la forte incidence des maladies infectieuses en période péri-partum.

A. EFFETS DES AGNE SUR LES EFONCTIONS DES LYMPHOCYTES

Lacetera et al. (2003) ont étudié I’effet in vitro de différentes concentrations d’AGNE

sur les fonctions des lymphocytes prélevés chez des génisses en milieu de gestation. La
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synthése d’ADN par les cellules mononucléées (lymphocytes, monocytes, macrophages) est
significativement diminuée avec des concentrations en AGNE de 2; 1 et 0,5 mmol/L. Les
IgM sont des immunoglobulines sécrétées par les plasmocytes lors du premier contact de
I’organisme avec un antigene (bactérie, virus...). L’IFN-y est un interféron de type II, c’est
une cytokine principalement sécrétée par les lymphocytes T (portant les récepteurs CD4 ou
CD8) et les cellules natural Kkiller (NK). Sa fonction principale est d’activer les cellules NK,
les macrophages et les lymphocytes cytotoxiques. L’IFN-y a notamment des propriétés
immunomodulatrices. La sécrétion d’IgM par les lymphocytes B est inhibée a 2; 1; 0,5 et
0,25 mmol/L d’AGNE et la sécrétion d’IFN-y est diminuée a 1 ; 0,5; 0,25 et 0,125 mmol/L
d’AGNE (sécrétion non détectable a 2 mmol/L d’AGNE). Ces résultats montrent que
I’augmentation de la concentration plasmatique en AGNE a probablement des effets négatifs

sur les fonctions lymphocytaires.

Lacetera et al. (2002) ont également étudié les effets in vitro des AGNE et du BHB sur
les fonctions des cellules mononucléées chez les ovins. La synthése d’ADN était inhibée par
des concentrations en AGNE de 2; 1; 0,5 et 0,25 mmol/L, utilisés seuls ou en association
avec différentes concentrations de BHB (de 0,45 a 3,6 mmol/L). La sécrétion d’IgM était
significativement diminuée par toutes les concentrations en AGNE et par toutes les
combinaisons d’AGNE et de BHB, quelles que soient les concentrations. L’atteinte des
fonctions des cellules mononucléées (prolifération et synthese de facteurs solubles) semble
étre plus associée a une augmentation de la concentration plasmatique en AGNE qu’a une
augmentation du BHB. La sensibilité de ces cellules aux AGNE semble également plus

marquée chez les ovins que chez les bovins, d’apres ces deux expériences.

B. EFFETS DU BHB SUR LE CHIMIOTACTISME DES LEUCOCYTES

Suriyasathaporn et al. (1999) se sont intéressés aux effets in vitro des corps cétoniques
sur les capacités chimiotactiques des leucocytes. Le chimiotactisme des leucocytes correspond
a la migration leucocytaire en réponse a des stimuli tels qu’un gradient chimique de
concentration ou des produits formés lors d’une réaction immunologique. Ce processus
intervient notamment dans le cas d’une inflammation. La résolution d’une infection est
fortement liée a la rapidité de I’influx de ces cellules vers le foyer de I’inflammation. Chez

des animaux hypercétonémiques, les leucocytes doivent migrer dans un environnement ou les
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concentrations des corps cétoniques sont plus élevees. Or, la sévérité des mammites a E. coli
est plus marquée chez des animaux hypercétonémiques (Kremer et al., 2003). On peut donc se

demander si le chimiotactisme des leucocytes est altéré chez ces animaux.

La premiere expérience de Suriyasathaporn et al. (1999) fut d’étudier le
chimiotactisme chez des vaches dont la concentration de BHB est faible (BHB < 0,8 mM),
moyenne (0,8 mM < BHB < 1,6 mM) ou élevée (BHB > 1,6 mM). Le différentiel de
chimiotactisme in vitro est plus faible chez les vaches dont la concentration de BHB est
¢levée par rapport a celles dont la concentration est faible. Dans 1’étude de Kremer et al.
(2003), la réponse chimiotactique des leucocytes est négativement corrélée a la sevérité de la
mammite induite expérimentalement chez les animaux non-cétosiques (BHB<1,4 mmol/L)
mais aucune relation n’a été mise en évidence chez les animaux en cétose. De plus, la capacité
chimiotactique n’est pas altérée chez les animaux cétosiques (cétose provoquée par une
restriction alimentaire de quatre jours). La question est donc posée si la différence de résultats
entre les deux études vient du fait que 1’acétonémie est induite et présente depuis peu de
temps dans 1’étude de Kremer et al. (2003), alors que dans I’étude de Suriyasathaporn, il
s’agit de vaches entre cing et dix semaines post-partum qui sont susceptibles d’avoir présenté

un déficit énergétique physiologique au début de la lactation.

Suriyasathaporn et al. (1999) ont ensuite étudié ’effet in vitro des corps cétoniques
(BHB, AcAc et acétone) sur le chimiotactisme. Les différentiels chimiotactiques ont été
évalués en utilisant des leucocytes provenant de vaches dont la concentration sanguine de
BHB était faible ou élevée. Les concentrations des corps cétoniques dans les différents
milieux ont ensuite été ajustées afin de simuler celles retrouvées dans les cas de cétoses
subclinique ou clinique. Le différentiel chimiotactique des leucocytes provenant des vaches
avec des concentrations de BHB faibles, dans le milieu correspondant a un niveau de cétose
clinique, est significativement plus faible que dans le milieu correspondant a une situation de

cétose subclinique.

La cétose est donc associée a une dégradation des effets chimiotactiques, que ce soit
en utilisant des leucocytes provenant de vaches en cétose ou en utilisant un milieu
complémenté en corps cétoniques. Un retard dans le recrutement des neutrophiles vers la
glande mammaire infectée diminue les capacités de défense de I’hote contre les agents
pathogenes et peut étre suspecté comme étant un facteur aggravant la sensibilité aux

mammites (Cerone et al., 2007). Les mécanismes responsables de [I’altération du
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chimiotactisme des leucocytes restent encore mal connus. Les leucocytes nécessitent
cependant de 1’énergie pour pouvoir se déplacer et ils utilisent préférentiellement le glucose
comme source d’énergie (Weisdorf et al., 1982). Suriyasathaporn a émis I’hypothése que le
potentiel chimiotactique est relié aux activités enzymatiques des leucocytes pour métaboliser
le glucose. En effet, en situation de déficit énergétique et donc de concentration de BHB
élevée, I’activité des enzymes du métabolisme du glucose serait diminuée et, dans des milieux
de concentration en glucose identiques, le chimiotactisme des leucocytes provenant de vaches
en cétose serait alors altéré. Dans la deuxieme expérience, les leucocytes provenant de vaches
dont la concentration en BHB est élevée auraient une activité des enzymes métabolisant le
glucose insuffisante, mais ils utiliseraient les corps cétoniques comme seconde source
d’énergie. Leur capacité chimiotactique serait donc moins altérée dans un milieu enrichi en
corps cétoniques contrairement aux leucocytes provenant de vaches dont la concentration du
BHB était faible, et qui eux, métaboliseraient en priorité le glucose. De méme, Franklin et al.
(1991) a observé que I’effet des corps cétoniques sur la prolifération in vitro des lymphocytes
variait suivant la concentration en glucose du milieu : la prolifération des lymphocytes dans
des milieux contenant des corps cétoniques était diminuée a des concentrations de glucose
faibles, alors que des milieux contenant des concentrations en BHB et AcAc correspondant a

des niveaux de cétose sévére n’inhibent pas la prolifération des lymphocytes.

Le chimiotactisme des leucocytes est influencé par la concentration plasmatique en
BHB : la réponse immunitaire peut alors étre altérée chez une vache cétosique, notamment
lors d’une infection mammaire. La glycémie est également un facteur a prendre en compte car
la prolifération lymphocytaire est diminuée chez un animal hypoglycémique. Le systeme
immunitaire d’un animal en période péri-partum serait par conséquent moins compétent en
situation de déficit énergétique, lorsque la glycémie est plus basse et les concentrations en

corps cétoniques plus élevées du fait de la lipomobilisation.

C. EFFETS DU BHB SUR LA FONCTION DES LEUCOCYTES DU LAIT

Lorsque la lipomobilisation est sévere chez la vache laitiére, on observe également une
augmentation des concentrations plasmatiques du BHB et des deux autres corps cetoniques.
Une cétose, qu’elle soit subclinique ou clinique, conduit également a une augmentation des
concentrations des corps cétoniques dans les tissus et dans le lait (Enjalbert et al., 2001). De
plus, les symptdmes de mammites sont plus marqués chez des vaches avec une cétose sévere
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(Kremer et al., 1993). C’est pourquoi il est intéressant d’évaluer les effets du BHB sur
I’'immunité de la glande mammaire car les leucocytes présents dans le lait doivent, de méme
que les leucocytes sanguins, agir dans un environnement riche en corps cétoniques. Afin de
mieux comprendre les études portant sur 1’évaluation des fonctions des phagocytes, sont

développés ci-dessous les mécanismes de la phagocytose et de la bactéricidie.

Lors de la colonisation de la glande mammaire par une bactérie, les premieres cellules
a reconnaitre et a phagocyter les agents pathogenes sont les granulocytes neutrophiles et les
macrophages. Les leucocytes et les cellules épithéliales libérent des facteurs chimio-
attractants comme les chimiokines et les cytokines, ce qui induit une migration des leucocytes
sanguins (Suriyasathaporn et al., 2000). La migration des neutrophiles du sang vers le
parenchyme mammaire survient 2 a 4 heures apres 1’infection et le pic de migration dans le
lait est atteint 8 a 12 heures aprés I’infection. La destruction des bactéries par les cellules
phagocytaires met en jeu différents mécanismes : des mécanismes de lyse dépendant de

I’oxygene et des mécanismes indépendants (Revillard, 2001).

v' Mécanismes de la lyse dépendant de I’oxygéne -

L’oxygeéne O, est transformé en anions superoxydes par une oxydase dépendant du
NADPH. Il y a par la suite production d’oxygéne singulet O,* et de radicaux hydroxyle OH".
Certains de ces dérivés sont toxiques pour la bactérie et, en exces, ils deviennent également
toxiques pour les phagocytes et les cellules a proximité, dont les cellules épithéliales.

Il y a également formation de dérivés oxydés de 1’azote dans les macrophages,
donnant naissance a du monoxyde d’azote (NO) toxique pour les bactéries, et pouvant lui-
méme étre transformé en dérivés tres toxiques.

Enfin, aprés fusion des phagosomes (vacuole formée lors de la phagocytose) avec des
lysosomes, la myéloperoxydase présente dans les granules du lysosome va catalyser la
réaction de formation de dérivés de 1’oxygéne toxiques (comme 1’acide hypochloreux).

Ces mécanismes de lyse sont donc a I’origine de la formation de dérivés réactifs de
I’oxygeéne. Ces dérivés doivent ensuite étre élimines (par des enzymes comme la superoxyde
dismutase, la catalase,...) afin de prévenir les dommages cellulaires qu’ils peuvent engendrer.
L’évaluation de I’activité oxydative des phagocytes peut notamment étre réalisée par le test de

réduction au nitrobleu de tétrazolium. (Cerone et al., 2007)
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V' Mécanismes de lyse indépendants de l’oxygéne :

Plusieurs mécanismes de lyse utilisent le contenu des granules présents dans les
phagocytes et qui est déversé dans les phagosomes. Ces granules contiennent des molécules
bactéricides comme les défensines (peptides antibiotiques s’insérant dans les bicouches
lipidiques de certains micro-organismes) ou encore la Bacterial Permeability Increasing
Protein (BPI). De méme, sont mis en jeu la lactoferrine, la collagénase (hydrolyse des
collagenes de la matrice extracellulaire) ou le lysozyme (enzyme hydrolysant les liaisons

glycosidiques de la paroi de certaines bactéries a Gram positif).

LYSOSOME
myéloperoxydase

N

Lysozyme

Défensines Dérivés toxiques de Qz
I'oxygéne V4
/.NADPH
Lactoferrine _ Anions ¥ oxydase
O,* OH- <— superoxydes

Enzymes

L Superoxyde
hydrolytique

0] )
2 = dismutase

catalase = H20;

PHAGOSOME

Cellule phagocytaire

Figure 6 : Schématisation des mécanismes de bactéricidie lors de la phagocytose

Cerone et al. (2007) ont étudié ’effet in vitro de différentes concentrations de BHB sur
les fonctions des macrophages et des neutrophiles du lait, cellules qui constituent la premiere
ligne de défense contre les agents pathogenes de la glande mammaire. Les valeurs seuils
utilisees afin de mimer une situation de cétose subclinique et de cétose clinique sont
respectivement de 70 umol/L et 200 pumol/L. Le chimiotactisme des neutrophiles préleves
dans le lait, et incubés dans des milieux dont la concentration en BHB est similaire a celle de
vaches en cétose subclinique et clinique, est significativement diminué par rapport a ceux

incubés dans des milieux n’en contenant pas. De méme, la phagocytose par les macrophages
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dans les cultures contenant 70 et 200 umol/L de BHB est diminuée respectivement de 15% et
18% par rapport aux cultures qui en sont dépourvues. Klucinsky et al. (1988) avait également
montré que la phagocytose des bactéries par les neutrophiles et les macrophages du lait, qui
avaient été incubés dans de I’acétone ou du BHB, était diminuée par rapport aux conditions de
culture qui en étaient exemptes. La production de H,O, par les macrophages est également
diminuée de 25% et 33%. Le test de réduction au nitrobleu de tétrazolium appliqué a des
macrophages incubés dans des milieux avec 200 pumol/L de BHB est diminué de 30% par
rapport au milieu sans BHB. Ces résultats indiquent une diminution de la migration et donc
du recrutement local des neutrophiles lors de cétose. Or, les neutrophiles sont les cellules
prédominantes en début d’infection de la glande mammaire (Rivas et al., 2001). Il y a un effet
inhibiteur du BHB sur la phagocytose des macrophages et une baisse de la production de
radicaux libres dérivés de I’oxygeéne qui ont une activité bactéricide. Une explication possible
de I’altération des fonctions des phagocytes proposée par ces auteurs serait I’interaction de
groupes alcool et carboxyle du BHB avec les récepteurs spécifiques des macrophages en
formant des liaisons hydrogene. Ces récepteurs spécifiques interviennent dans la phagocytose

et les interactions entre cellules.

3. Effets du glucose et de la glutamine sur ’immunité

A. STIMULATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE PAR LE GLUCOSE

Le glucose est la source énergétique utilisée pour la prolifération, la survie et la
différenciation des cellules phagocytaires. C’est la source préférentielle utilisée par les
granulocytes neutrophiles activés, les macrophages et les lymphocytes activés lors
d’inflammation, avant les corps cétoniques, les acides gras et les acides aminés (Weisdorf et
al., 1982 ; Pithon-Curi et al., 2004). Or, les vaches laitiéres connaissent parfois une phase
d’hypoglycémie plus ou moins marquée durant la période de transition. La phagocytose de
Pseudomonas aeruginosa par des macrophages ne se fait qu’en présence de D-glucose ou de
D-mannose ; en outre, en inhibant les transporteurs du glucose, la phagocytose de P.
aeruginosa est bloquée (Barghouthi et al., 1995). A la suite d’un challenge intra-mammaire
avec Streptococcus uberis, Moyes et al. (2009) ont observé une augmentation des
concentrations plasmatiques du glucose et de 1’insuline alors que la prise alimentaire n’est pas

modifiée. Les auteurs pensent que cette augmentation est liée a une stimulation de la
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néoglucogenese hépatique et de la glycogénolyse ou bien a une diminution de 1’utilisation du
glucose par les tissus périphériques, ceci conduisant & une augmentation du glucose

disponible pour les cellules phagocytaires durant le processus inflammatoire.

La disponibilité du glucose est importante pour le maintien des fonctions des cellules
immunitaires et une concentration plasmatique faible du glucose pendant le début de la
lactation peut par conséquent altérer les fonctions immunitaires et augmenter le risque de

développement de maladies infectieuses chez ces animaux.

B. STIMULATION DE LA REPONSE IMMUNITAIRE PAR LA GLUTAMINE

La glutamine est un acide aminé servant de précurseur a la synthese de purine et de
pyrimidine, et a la production de NADPH. Il participe a la production des ions superoxides
dans les phagocytes, et a la production d’oxyde nitrique par les macrophages. (Ingvartsen and

Moyes, 2012).

Une supplémentation du milieu in vitro en glutamine augmente la phagocytose par les
neutrophiles ainsi que la production d’intermédiaires des dérivés réactifs de 1’oxygéne chez
des patients humains aprés une intervention chirurgicale (Furukawa et al., 2000). L’étude de
Pithon-Curi et al. (2004) montre gque la glutamine est également utilisée par les leucocytes en
tant que source d’énergie mais que le rapport des quantités consommeées glucose/glutamine
durant la premiére heure d’incubation des cellules est de 0,3 pour les lymphocytes, 0,5 pour
les neutrophiles et de 1,5 pour les monocytes. Cependant, ces trois types de cellules utilisent
une plus grande quantité de glucose sur une période de 48h de culture : le glucose reste donc

le substrat préférentiel pour ces cellules.

La glutamine sert également a la synthése de cytokines (IL-1p et IL-6) par les
macrophages et les monocytes ; elle est importante pour la phagocytose et la production
d’intermédiaires de dérivés réactifs de 1’oxygéne chez les rongeurs et 1’homme. (Wallace et
al., 1992 ; Yassad et al., 1997) La glutamine améliore également la fonction bactéricide des
neutrophiles (Ogle et al., 1994).

Doepel et al. (2006) ont administré de la glutamine dans la caillette de vaches Holstein
pendant les trois premiéres semaines de la lactation, afin d’étudier I’effet de la

supplémentation duodénale en glutamine sur les fonctions immunitaires. L’administration de
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glutamine n’a pas d’effet sur les concentrations plasmatiques en glucose, NEFA ou BHB,
mais augmente la concentration plasmatique en glutamine. Il y a alors une augmentation de la
quantité de cellules T CD4+, mais pas de modification de la quantité de cellules T CD8+, ni

de modification de la prolifération des lymphocytes T.

4. Tableau récapitulatif des effets sur les fonctions immunitaires des

leucocytes

Cf. le tableau 4 ci-dessous.
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Tableau 4 : Effets du déficit énergétique, des AGNE, des corps cétoniques, du glucose et de la glutamine sur les fonctions immunitaires des leucocytes

Déficit énergétique

Inhibition
- Phagocytose par les neutrophiles

Stimulation

Références
Suriyasathaporn et al., 1999

Acides Gras Non Estérifiés

- Synthése d’ ADN par les cellules
mononucléées (Bovins et Ovins)
- Sécrétion d’IgM par les
lymphocytes (Bovins et Ovins)

- Sécrétion d’TFN-y

Lacetera et al., 2003
Lacetera et al., 2002

Corps cétoniques

- Chimiotactisme des leucocytes

- Prolifération des lymphocytes a
concentrations faibles en glucose

- Chimiotactisme des neutrophiles du
lait

- Phagocytose par les neutrophiles et
macrophages du lait

- Production par les macrophages du
lait de radicaux libres déerivés de
I’oxygéne

Suriyasathaporn et al., 1999
Franklin et al., 1991
Cerone et al., 2007
Klucinsky et al., 1988

Glucose - Prolifération, survie et Weisdorf et al., 1982
différenciation des cellules Pithon-Curi et al., 2004
phagocytaires Barghouthi et al., 1995
- Phagocytose par les macrophages

Glutamine - Phagocytose par les neutrophiles Furukawa et al., 2000

- Production d’intermédiaires des
dérivés réactifs de I’oxygeéne

- Synthese de cytokines par les
macrophages et monocytes

- Amélioration de la fonction
bactéricide des neutrophiles

- Augmentation de la quantité de
cellules T CD4+

Wallace et al., 1992
Yassad et al., 1997
Ogle et al., 1994
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I11. Déficit énergétique et réponse immunitaire mammaire

L’incidence et la sévérité des maladies infectieuses est plus grande lors de la période
de transition. En effet, ’augmentation des concentrations plasmatiques en AGNE et BHB
altere la réponse du systeme immunitaire en modifiant notamment certaines fonctions des
leucocytes (chimiotactisme, phagocytose). Nous allons maintenant voir que le déficit
énergétique est également a 1’origine de la perturbation de I’expression de certains genes.
Nous considererons 1’exemple de I’infection de la glande mammaire, ou mammite, car c’est
une maladie d’importance dans la période péri-partum, non seulement du fait de sa fréquence

mais aussi de son impact économique.

1. Infection et immunité de la glande mammaire

Il est important de comprendre les mécanismes de défense de la glande mammaire et
de décrire les différents facteurs qui agissent de concert pour protéger la glande vis-a-vis des
infections, avant de s’intéresser a I’influence du déficit énergétique sur ces fonctions.

L’augmentation de la production laitiere des animaux n’a pas été sans conséquence sur
I’incidence des mammites. La sélection génétique a augmenté le stress métabolique di a la
forte exportation d’énergie nécessaire pour la synthese du lait ; la capacité de production est
négativement corrélée a la résistance aux mammites (Heringstad et al., 2007). Les mammites
sont responsables de pertes économiques élevées, par la diminution de la quantité et de la
qualité du lait, les colts du traitement et de la réforme précoce des animaux infectés de fagcon
chronique.

L’objet de cette partie est de faire la synthése des modifications des mécanismes de
défense de la glande mammaire qui pourraient contribuer a 1’accroissement des infections
mammaires autour de la période critique de la transition, et le lien avec les facteurs mobilisés

lors d’une infection bactérienne.
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A. LES MECANISMES DE DEFENSE ANATOMIQUES

Une mammite est une inflammation de la glande mammaire le plus souvent liée a la
colonisation, généralement ascendante, d’au moins un quartier par un agent infectieux. La
premiére ligne de défense rencontrée par un agent pathogene est composée du canal du
trayon : I’extrémité possede des sphincters musculaires qui permettent une fermeture quasi
hermétique de son orifice entre les traites. Le canal est recouvert d’une couche kératinisée qui
a des propriétes antimicrobiennes ; 1’accumulation de kératine empéche 1’entrée des bactéries.
(Goff et al., 1997) Des AG estérifiés et non estérifiés (linoléique, palmitoléique) ont une
activité bactériostatique associée a la kératine (Oviedo-Boyso, 2006). Avant la parturition,
Pextrémité du trayon est soumise a une pression plus grande due a I’accumulation de
colostrum, ce qui peut dilater le canal, provoquer 1’ouverture du sphincter et augmenter le
risque d’entrée de bactéries a la suite de 1’évacuation du bouchon de kératine. De plus, les
machines a traire peuvent causer des Iésions traumatiques du trayon, favorisant la colonisation

bactérienne.

Colonisation du
compartiment
alvéolaire

Alvéoles
sécrétrices

Canaux
lactiféres

Adhésion, puis
multiplication
dans la citerne

Citerne de
la glande

Colonisation
ascendante

Citerne du
trayon

Bactéries environnementales
ou mammaires

Figure 7 : Colonisation ascendante de la glande mammaire par des bactéries (d’aprés Bergonier D.) Les
microorganismes franchissent le canal du trayon, remontent jusqu’a la citerne de la glande ou ils se multiplient
et envahissent le tissu mammaire. Le processus inflammatoire conduit a une augmentation du nombre de cellules

somatiques et a [’apparition de signes cliniques.
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B. LES MECANISMES DE DEFENSE CELLULAIRES

La glande mammaire est protégée par les acteurs des réponses immunitaires innée et
adaptative. L’efficacité de ces réponses détermine la sensibilité ou la résistance de la glande
aux infections. (Sordillo, 2005) L’immunité adaptative ou spécifique, dite aussi acquise,
reconnait des déterminants spécifiques d’un agent pathogéne, ce qui promeut son elimination.
Les lymphocytes peuvent reconnaitre une variété d’antigénes par des récepteurs
membranaires définissant leur spécificité, leur diversité et la mémoire du systeme
immunitaire. En cas de mammite, les lymphocytes prédominants sont les lymphocytes T
CDA4+, activés par la reconnaissance de complexes moléculaires. Le complexe de
reconnaissance moléculaire est formé par I’antigéne, sous la forme d’un peptide et de la
molécule du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I a la surface des
cellules présentatrices d’antigéne, les lymphocytes B et les macrophages. Grace aux
lymphocytes dits « mémoires », la phase de latence de la réponse immunitaire spécifique est
tres diminuée lors d’une nouvelle infection ou d’infections répétées; lors de la primo-

infection, elle est d’environ sept jours.

L’immunité innée fait intervenir des modules constitutifs (barriére peau-muqueuse) et
des modules induits (cellules phagocytaires : neutrophiles, macrophages, cellules NK). La
réponse innée est activée rapidement au site de I’infection : elle est constituée d’une phase de
migration leucocytaire suivie de la phagocytose des particules infectieuses, puis de la
digestion des germes au sein des phagolysosomes. Une glande mammaire saine contient
majoritairement des lymphocytes alors qu’une glande infectée contient en majorité des
granulocytes neutrophiles (Rivas et al., 2001). On observe une augmentation rapide du
nombre de cellules somatiques (neutrophiles) dans le lait lors d’une mammite. La migration
des neutrophiles du compartiment circulatoire vers le tissu mammaire se fait suite a
I’intervention de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I'IL-1f, qui stimulent en
outre I’activité bactéricide des neutrophiles et produisent des leucotriénes et prostaglandines,
augmentant la réaction inflammatoire locale (Oviedo-Boyso, 2006). Les cellules épithéliales
mammaires jouent également un réle dans le recrutement des neutrophiles en induisant la
synthese de TNF-a, d’IL-6 et de la chimiokine IL-8 provoquée par I’interaction des bactéries

avec ces cellules.
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v LA REPONSE IMMUNITAIRE LORS D’UNE_INFECTION BACTERIENNE DE LA

GLANDE MAMMAIRE

Les mécanismes de défense immunitaires de la glande mammaire sont activés de
différentes maniéres selon le type d’agent pathogéne. Les conséquences d’une infection intra-
mammaire peuvent étre aigués, chroniques et s’exprimer cliniquement ou pas ; les infections

aigués sont généralement associées a des signes cliniques séveres.

L’induction de la réponse immunitaire innée débute par la reconnaissance de
molécules bactériennes appelées Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP) ou motifs
moléculaires associés aux agents pathogenes grace a des récepteurs exprimes par les
leucocytes présents dans le lait ou par les cellules épithéliales de la glande mammaire. Les
récepteurs les plus connus font partie du groupe des Récepteurs Toll-Like (TLR pour Toll-
Like Receptor). Lorsqu’ils sont activés, il y a transcription de plusieurs immunomodulateurs.
Un autre récepteur connu est le CD14, exprimé par des neutrophiles et les macrophages
présents dans la glande mammaire, qui lie les complexes lipopolysaccharide (LPS)-protéine et
induit la synthése et la libération de Facteur de Nécrose Tumorale (TNF-a). (Wellnitz et al.,
2012) TNF-o est un facteur important dans I’initiation de la réponse immunitaire et est a
I’origine de la fiévre et du choc endotoxinique dans les cas aigus de mammite a Escherichia
coli (Sordillo and Peel, 1992).

Apres reconnaissance de I’agent pathogene, la croissance bactérienne est inhibée grace
a la migration des leucocytes de la circulation sanguine vers le tissu mammaire (intervention
de chimiokines comme 1’IL-8). Les neutrophiles sont le type cellulaire prédominant au début
de I’infection mammaire (Rivas et al., 2001) ; ils phagocytent et détruisent les bactéries grace
a Daction d’ions superoxyde, de peroxyde d’hydrogéne, d’hypochlorite, d’enzymes
hydrolytiques et de divers facteurs solubles (lactoferrine, défensines...). (Revillard, 2001)

v COMPARAISON ENTRE MAMMITE A STAPHYLOCOCCUS AUREUS ET MAMMITE A

ESCHERICHIA COLI

La plupart des mammites sont causées par des bactéries, qu’elles soient & Gram positif

ou négatif : les deux bactéries les plus souvent mises en cause étant Escherichia coli et
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Staphylococcus aureus. Cependant, la réponse immunitaire difféere en fonction de 1’agent

responsable de la mammite et des toxines associées.

Les mammites a S. aureus sont le plus souvent subcliniques et chroniques,
contrairement aux mammites causées par les coliformes qui sont plus souvent aigués et
séveres. Elles sont caractérisées par une augmentation modérée de la concentration des
cellules somatiques (CCS) du lait. Plusieurs composés a I’origine de la stimulation de la
réponse immunitaire ont été identifiés chez les organismes a Gram positif : des lipoprotéines,
des peptidoglycanes et 1’acide lipotéichoique (LTA). Le LTA est un constituant de la paroi
bactérienne reconnu par le TLR-2. (Wellnitz et al., 2012) In vitro, des cellules épithéliales de
la glande mammaire incubées avec S. aureus inactivé par la chaleur induisent I’expression de
TNF-a, IL-6 et IL-8 (apres 6 heures d’incubation) : les cellules épithéliales mammaires sont
supposées jouer un role important dans I’initiation de la réponse immunitaire en induisant

I’expression de cytokines et de protéines de la phase aigué (Wellnitz et al., 2006).

In vitro, I’incubation pendant une heure de cellules épithéliales mammaires avec des
bactéries E. coli inactivées par la chaleur, entraine une augmentation de 1’expression d’ARNm
codant IL-8. On observe également in vivo une augmentation de la production d’IL-8 dans le
lait 4 a 24 h apres I’inoculation d’E. coli, celle-ci est beaucoup moins marquée lors d’une
infection a S. aureus. (Wellnitz et al., 2006) L’IL-8 ne provient pas seulement des leucocytes
mais aussi des cellules épithéliales mammaires. L’TIL-8 a un impact chimiotactique élevé sur
les granulocytes neutrophiles, ce qui expliquerait notamment 1’augmentation rapide et
marquée des CCS lors des infections dues a une bactérie coliforme. La sévérité des mammites
a coliformes (dont la fiévre) dépend notamment de la quantit¢ de TNF-a libérée. Le
composant pathogeéne majeur des bactéries a Gram négatif comme E. coli est le
lipopolysaccharide (LPS), un constituant de la membrane externe de la paroi bactérienne. Le
LPS interagit avec le récepteur TLR-4 exprimé a la surface des cellules de 1’épithélium
mammaire et entraine la libération de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a), de protéines
antimicrobiennes (lactoferrine, lysozyme) et de médiateurs lipidiques (augmentation de la

synthése par augmentation de I’expression de la cyclooxygénase-2). (Schmitz et al., 2004)
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2. Expression différentielle de génes lors d’un déficit énergétique

Plusieurs études se sont intéressées aux effets du déficit énergétique sur 1’expression
des génes dans le tissu mammaire mais aussi dans des tissus périphériques comme la rate, les
organes lymphoides, ou le foie, organe particulierement sollicité et central lors d’un déficit

énergetique.

A. EXPRESSION DIFFERENTIELLE DE GENES AVEC OU SANS EPREUVE

INFLAMMATOIRE MAMMAIRE

Le lien entre le déficit énergétique et la sensibilité aux mammites n’est pas clair, d’ou
I’intérét de travaux pour examiner 1’influence du déficit énergétique sur I’expression de génes
impliqués dans la fonction immunitaire et le métabolisme cellulaire, et qui pourraient

prédisposer les animaux aux infections comme les mammites.

v' EXPRESSION GENIQUE SANS EPREUVE INTRA-MAMMAIRE

Une restriction alimentaire chez des vaches laitieres en milieu de lactation est le
modele le plus fréqguemment utilisé pour mimer un déficit énergétique, en s’affranchissant de
I’influence sur I’immunité des changements hormonaux et physiologiques qui sont présents en
péri-partum. Moyes et al. (2010) a identifié 279 génes exprimés difféeremment dans la glande
mammaire hors infection entre des vaches dont seulement 60% des besoins étaient couverts
(sur une durée de sept jours) et des vaches non restreintes. Les génes dont I’expression est
augmentée correspondent a des genes régulant le métabolisme lipidique et les molécules de
transport, alors que les génes dont I’expression est diminuée correspondent a des génes
régulant la croissance et la prolifération cellulaire, la mort cellulaire et qui pourraient donc
étre associés au risque accru de mammite. Dans des glandes mammaires non infectées, le
déficit énergétique ne semble pas altérer I’expression des genes impliqués dans la réponse
immunitaire et le métabolisme cellulaire. La fonction immunitaire est-elle modifiée aprés une

infection intra-mammaire ?
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v' EXPRESSION GENIQUE APRES EPREUVE INFECTIEUSE MAMMAIRE

Moyes et al. (2011) a ensuite comparé les profils d’expression génique des
granulocytes neutrophiles sanguins suite a une infection intra-mammaire avec Streptococcus
uberis, chez des vaches restreintes a 60% et chez des vaches nourries a volonté. Vingt-quatre
heures aprés 1’épreuve intra-mammaire, des genes impliqués dans la réponse immunitaire ont
une expression modifiée chez les vaches en déficit énergétique. Les génes dont I’expression
est augmentée sont liés a la réponse immunitaire : la cytokine IL-6, le récepteur de 1’'IL-1,
IL1R2, les molécules de reconnaissance TLR2 et TLR4, et la synthese des leucotriénes ainsi
que I’activation des cellules T. Les génes dont 1’expression est diminuée sont associés a la
présentation d’antigéne (HLA-DRA = CMH de classe Il, présentation d’antigéne aux
lymphocytes CD4), au mécanisme oxydatif SOD1 (superoxyde dismutase 1), et a la réponse
pro-inflammatoire TNF et IRAK1 (IL-1 Receptor-Associated Kinase), qui est associé a la

cascade inflammatoire de NF-«xB.

Une autre étude de Moyes et al. (2009) avaient déja observé que les mécanismes
affectés par un déficit énergétique lors d’une infection intra-mammaire par S. uberis sont la
réponse inflammatoire et le développement cellulaire. En effet, I’expression de la majorité des
génes impliqués dans la croissance, la prolifération et le développement cellulaire est
diminuée dans le tissu mammaire de vaches infectées lorsqu’elles ont un déficit énergétique.
Les profils d’expression génique reliés au récepteur aux glucocorticoides montrent une sur-
expression des mécanismes anti-inflammatoires chez ces mémes animaux (augmentation de la
régulation de genes anti-inflammatoires, diminution de la transcription des genes impliqués
dans la cascade de la réponse pro-inflammatoire associée a NF-kB). La majorité des genes
associés a la réponse immunitaire (dont HLA-DRA, IRAKI...) sont moins exprimés chez les
animaux avec un déficit énergétique lorsqu’ils sont soumis a une épreuve infectieuse intra-
mammaire, ce qui pourrait expliquer I’immunodépression relative observée chez des vaches

en deficit énergétique.

Zarrin et al. (2013) ont étudié les effets d’une concentration plasmatique €levée en
BHB sur des facteurs liés au systeme immunitaire que ce soit au niveau du foie ou de la
glande mammaire, et les effets sur la réponse immunitaire aprés injection intra-mammaire de
lipopolysaccharide. Des vaches Holstein en milieu de lactation ont été perfusées pendant 24 h
avec du BHB afin de maintenir une concentration plasmatique entre 1,5 et 2,0 mmol/L

(hyperBHB) alors que le groupe témoin recevait un soluté salé par voie intraveineuse. A noter
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que de ce fait, et en opposition avec la situation spontanée, les vaches avaient une
concentration plasmatique des AGNE et du glucose dans les valeurs usuelles. On observe une
augmentation de ’ARNm de la SAA (Serum Amyloid A) (p<0,01) et une tendance a
I’augmentation de I’ARNm codant I’haptoglobine (p=0,07) dans le tissu mammaire des
vaches en hyperBHB, mais la concentration en BHB n’affecte pas 1’abondance des ARNm
codant la SAA et I’Hp dans le foie. SAA et Hp sont des protéines de la phase aigué de
I’inflammation qui sont synthétisées et sécrétées par le foie, et de fagon marginale par la
glande mammaire. De méme, le lait de vaches présentant un bilan énergétique négatif sévere a
des concentrations en protéines de la phase inflammatoire aigué plus élevées que celui des

vaches sans déficit énergétique. (Jing Lu et al., 2013)

Apres I’injection intra-mammaire de LPS, il y a augmentation de 1’abondance des
ARNm de I’IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, iNOS (oxyde nitrique synthase), NF-kB
(Nuclear factor-kB), SAA et Hp. Moyes et al. (2009) ont aussi observé une augmentation de
SAA et d’Hp dans le lait (produites par les cellules épithéliales mammaires) chez les vaches
restreintes a 60% de leurs besoins et aprés épreuve infectieuse intra-mammaire avec
Streptococcus uberis. L’augmentation des ARNm codant IL-8 et IL-10 est plus prononcée
chez les vaches hyperBHB. L’IL-8 est une cytokine produite par les lymphocytes, les
neutrophiles et les cellules épithéliales. Son rdle est de recruter et d’activer les neutrophiles

lors d’une infection bactérienne. (Oviedo-Boyso, 2006)

L’activité des cellules du systéeme immunitaire est régulée par des cytokines pro-
inflammatoires (interleukines, TNF-o)) qui augmentent la capacité bactéricide des neutrophiles
et des macrophages, et entrainent le recrutement des neutrophiles au site de I’infection. Elles
induisent la maturation des cellules dendritiques et contrélent I’immunité acquise. (Oviedo-
Boyso, 2006) Un milieu contenant des concentrations de BHB élevées diminue le
chimiotactisme des leucocytes et diminue la phagocytose des bactéries par les macrophages
(Suriyasathaporn et al., 1999 ; Klucinsky et al., 1988 ; Cerone et al., 2007). Cela pourrait
expliquer que les vaches hyperBHB compensent la diminution de recrutement de neutrophiles

en augmentant la synthese de ces cytokines.
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B. EXPRESSION DIFFERENTIELLE DES GENES DANS LA RATE LORS D’UN

DEFICIT ENERGETIQUE

La rate fait partie du systéme hématopoiétique et est un organe lymphoide secondaire
important (apres la moelle osseuse et le thymus). Morris et al. (2009) ont étudié 1’expression
des génes du tissu splénique (prélévement post-mortem) chez des vaches laitiéres présentant
un bilan énergétique négatif (NEB) modeérée ou sévere, en debut de lactation (15 jours post-
partum). Tout d’abord, les concentrations des AGNE et du BHB étaient plus élevées chez les
vaches avec un NEB sévéere par rapport a celles avec un NEB modéré. De plus, les vaches
avec un NEB tres marqué avaient un comptage en globules blancs et en lymphocytes
significativement plus faibles que les vaches avec un NEB modéré. La régulation de
I’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-15 était diminuée chez les vaches avec un
NEB sévere. IL-15 stimule notamment la prolifération des lymphocytes T auxiliaires
inflammatoires (CD4+ T), cytotoxiques (CD8+ T) et des cellules NK. L’IFN-y est également
moins exprimé chez les vaches avec un NEB sévere. L’IFN-y est produit par les cellules T
CDA4+ et CD8H+, et il a des fonctions anti-virales et immuno-modulatrices dont I’induction de
la sécrétion d’immunoglobulines par les cellules B et la stimulation de ’activité des cellules

NK et des macrophages.

L’oxydation des AGNE dans le foie provoque une augmentation de la production de
dérivés réactifs de I’oxygene (DRO) et un stress oxydatif (peroxydation lipidique par le foie).
Ce stress oxydatif peut causer des dommages cellulaires et tissulaires. De plus, les cellules
immunitaires sont sensibles au stress oxydatif car leurs membranes contiennent de fortes
concentrations en AG polyinsaturés qui sont sensibles a la peroxydation. (Esposito et al.,
2014) On observe une augmentation de 1’expression des génes anti-oxydants (superoxide
dismutase, catalase,...) chez les animaux a NEB sévere, ce qui pourrait €tre une réponse de
I’organisme pour limiter les dommages causes par des concentrations élevées en DRO. De
plus, il y a une augmentation de la régulation des genes impliqués dans le stress du Réticulum
Endoplasmique (RE) : une conséquence du stress du RE est I’accumulation de DRO, un stress
sévere et prolongé declenche également 1I’apoptose. (Morris et al., 2009) Un NEB sévére crée
alors un environnement favorisant I’apoptose des cellules liées a la réponse immunitaire, qui

pourrait augmenter la sensibilité aux infections.
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C. EXPRESSION DIFFERENTIELLE DES GENES AU NIVEAU HEPATIQUE LORS

D’UN DEFICIT ENERGETIQUE

Chez les ruminants, le foie a un r6le central dans le métabolisme lipidique
(catabolisme des AG et circulation des lipides par la production de lipoprotéines a faible
densité) et dans la néoglucogenese. Des biopsies hépatiques, réalisées apres une épreuve intra-
mammaire avec du LPS chez des vaches en milieu de lactation, ont montré une augmentation
de I’expression de cytokines pro-inflammatoires (produites par les macrophages activés par la
liaison du LPS au complexe CD14-TLR4) : TNF-a IL-1p, IL-6 et IL-10, et des protéines de la
phase aigué : SAA3 et Hp. (Vels et al., 2009)

Jiang et al. (2008) ont également montré que 1’expression de plus de 100 génes au sein
du tissu hépatique était significativement modifiée a partir de 3 heures apres I’injection intra-
mammaire de LPS, et de facon transitoire (jusqu’a 12 heures post-injection). Il y a eu
augmentation de la régulation de I’expression des génes codant des protéines ayant des
fonctions dans la réponse inflammatoire aigué (SAA3, Hp notamment), et augmentation de
I’expression de molécules d’adhésion et de cytokines inflammatoires (TNF-a IL-1, IL-6, IL-
10) qui ont un réle essentiel dans la migration des leucocytes. De plus, il y a diminution de

I’expression de genes liés au métabolisme lipidique.

Les mammites ont un impact sur le métabolisme de la glande mammaire mais affecte
¢galement d’autres tissus et types cellulaires, et notamment le métabolisme lipidique. Sous la
stimulation d’une augmentation de la concentration plasmatique de cytokines inflammatoires,
le tissu hépatique est impliqué dans la réponse immunitaire par la production de protéines de
la phase aigué. (Loor et al., 2011-(62))

Bilan : Le déficit énergétique chez la vache durant la période de transition serait a
I’origine de perturbations de 1’expression de geénes associ€s a la réponse immunitaire. Face a
une infection bactérienne intra-mammaire, il semble que ce déficit altére les fonctions du
systéeme immunitaire, que ce soit localement au sein de la glande mammaire, mais aussi au

niveau systémique, notamment hépatique. Ceci pourrait expliquer en grande partie
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I’augmentation de la frequence des mammites, comme conséquence directe d’une altération

de I’'immunité dans la période péri-partum.

CONCLUSION

Pendant la période de transition, la plupart des vaches laitieres font face a un bilan
énergétique négatif résultant de 1’écart entre une demande énergétique accrue et une ingestion
alimentaire limitée, et qui progresse moins vite que les besoins ne s’accroissent. Des
mécanismes de mobilisation des réserves corporelles sont alors mis en jeu: la
lipomobilisation est a 1’origine d’une augmentation des concentrations plasmatiques des
AGNE, permettant la synthése d’Acétyl-CoA utilisé dans la néoglucogenése et dirigé vers la
voie de la cétogenése en situation d’hypoglycémie. Durant cette période, on observe une
augmentation du risque de développement de maladies infectieuses et métaboliques, en
particulier chez les vaches hautes productrices. Les mammites font partie des maladies les
plus colteuses en élevage laitier et elles sont encore aujourd’hui trés fréquentes en debut de

lactation.

Le déficit énergétique modifie la régulation de I’expression de geénes associés a la
réponse immunitaire. D’autre part, de nombreuses études ont montré que les composants
métaboliques du déficit, les AGNE et les corps cétoniques, sont associés a des altérations des
fonctions immunitaires et notamment de la migration leucocytaire. La réponse immunitaire
innée, pour laquelle les neutrophiles et les macrophages occupent une place prépondérante,
est la premiere ligne de défense contre les agents pathogénes mammaires et il existe une
accumulation de données qui suggérent fortement, a défaut de le démontrer complétement,

que le déficit énergétique est un facteur de dégradation de cette réponse.
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE
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Introduction

Les mammites constituent une affection majeure de 1’élevage ovin que ce soit dans la
filiére laitiere mais aussi pour la production d’agneaux. Les pertes financi€res qui en résultent
proviennent de I’altération qualitative et quantitative de la production laitiere, de la réforme
anticipée des brebis, et pour les agneaux, d’une croissance plus faible. La majorité des
infections sont dues a des staphylocoques a coagulase négative (Staphylococcus epidermidis
étant le plus fréquent), et sont responsables la plupart du temps d’atteintes sub-cliniques et
chroniques. (Winter et al., 2002 ; Pengov, 2001) Les mammites cliniques aigués sont
principalement causees par Staphylococcus aureus. (Winter et al., 2002)

L’objectif de cette étude est d’examiner dans des conditions expérimentales les
conséquences d’un déficit énergétique induit par une restriction alimentaire sur la réponse
inflammatoire mammaire a la suite d’une épreuve inflammatoire induite par un phlogogéne.

Plusieurs questions sont posées :

1- Quels sont les effets d’une restriction énergétique sur la production et le
métabolisme chez la brebis laitiere ?
2- Quel est ’impact du déficit énergétique sur la réponse inflammatoire locale et

systémique suite a une épreuve inflammatoire mammaire ?

l. Matériels et méthode

A. ANIMAUX

Entre novembre 2013 et février 2014, 48 brebis laitieres de race Lacaune, agées de 12
mois environ et mettant bas pour la premiére fois, de fagon synchronisée a la suite d’une
insémination artificielle, ont été utilisées dans ce protocole expérimental. Le lieu de I’étude se

situe dans une unité expérimentale de I’INRA, le domaine de La Fage.

La distribution de la ration est contrélée individuellement ; pour cela, les brebis ont été
dressées a I’utilisation d’une auge accessible a travers un portillon automatique, dont
I’ouverture est controlée par une puce ¢électronique auriculaire. Chaque brebis a une place
attribuée : lorsque la brebis se place devant le portillon, il y a une lecture de la boucle
électronique dont est doté chaque animal. Si le numeéro de la brebis correspond au numéro

attribué au portillon, celui-ci s’ouvre. Sinon, il reste fermé. Chaque portillon contient une
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boite en bois ou I’aliment distribué est pesé, ainsi que la quantité de refus avant chaque
nouvelle distribution. Cela permet de mesurer individuellement la consommation de chaque
brebis. Cette habituation a commencé 10 semaines avant la mise-bas, afin que 1’animal
s’adapte a cet environnement le plus tot possible et ne soit pas perturbé par ce mode
d’alimentation (Photos 1 et 2). Elles ont été nourries avec une ration séche de type mash a

partir de cing semaines avant la mise-bas.

Lors de la période de mise bas, du 13 au 19 janvier 2014, les brebis ont été placees
dans une aire d’agnelage et ont été nourries en lot avec 1’aliment distribué avant la mise bas
(mash Gestation ; composition détaillée dans 1’annexe 1A). Elles ont recu en totalité : 1,24 kg
de mash Gestation x nombre de brebis présentes dans le lot. Juste apres la mise bas, les brebis
ont été placées dans une case d’agnelage avec leur(s) agneau(x) pendant 24 heures afin de
permettre la consommation du colostrum. Elles ont alors recu 2 kg de mash Gestation. Au
terme de ces 24 heures, le(s) agneau(x) ont eté séparé(s) de leur mere et ont été placés dans un

autre batiment ou ils étaient allaités avec une louve automatique.

Les brebis sont ensuite retournées dans le parc équipé des portillons d’alimentation.
Elles étaient traites deux fois par jour. Grace au systeme de portillons, la prise alimentaire de
chaque animal a été mesurée. Le mardi 28 janvier, un allotement a été effectué : 2 groupes de
24 brebis ont été choisies en fonction de plusieurs criteres dont la production laitiére, le poids,
la taille de la portée et les origines paternelles, afin de constituer deux lots homogénes.

Photos 1 et 2 : Systeme de portillons individuels (C. Allain, source INRA)

63



B. ALIMENTATION

v" ALIMENTATION DES LOTS

L’aliment choisi est un aliment mélangé sec de type mash ; c’est un mélange complet
qui est homogene et difficile a trier, méme pour des brebis. Il a été préparé par la société
MELILA (Sainte Radegonde-12).

Deux aliments ont été préparés : un était destiné aux brebis gestantes (mash Gestation)

et ’autre était adapté aux besoins des brebis en début de lactation (mash Lactation).

- Mash Gestation (Annexe 1A) : ce mash est progressivement incorporé a la ration

jusqu’a s’y subsister complétement, et distribué a toutes les brebis a partir du lundi 9
décembre 2013 jusqu’a la mise-bas située autour du 15 janvier 2014. Pendant les 3
premiéres semaines de 1’étude, la ration quotidienne était de 1,01 kg de mash
Gestation avec 0,5 kg de paille. Pendant les 2 semaines suivantes, elle était de 1,24 kg
de mash Gestation avec 0,5 kg de paille.

- Mash Lactation (Annexe 1B) : ce mash contient une proportion plus grande de luzerne

déshydratée, permettant un apport énergétique et un apport de calcium. La quantité
distribuée est de 2,93 kg de mash Lactation avec 0,4 kg d’orge jusqu’a la restriction

énergétique.

La restriction énergétique a débuté le mercredi 29 janvier 2014 et a duré 15 jours au
total. Le lot non restreint (24 brebis) a recu la ration couvrant la totalité des besoins : 2,93 kg
de mash Lactation avec 0,4 kg d’orge. Le lot restreint (24 brebis) a regu une ration couvrant
60% des besoins individuels, c’est-a-dire en moyenne 1,2 kg de mash Lactation et 0,4 kg de
tourteau de soja tanné, avec une variation de 0,68 a 1,89 kg de mash par brebis. La ration

constituait une quantité maximale d’aliment distribué afin d’éviter le tri par les animaux.

La part complémentaire de la ration (orge ou tourteau de soja tanné) a été distribuée en
salle de traite en utilisant la boucle électronique pour identifier chaque animal par I’automate

de distribution dans la salle de traite.

Apreés la mise bas, la litiére des animaux est constituée de copeaux afin d’éviter que les

brebis consomment la paille de la litiére.
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v' CALCUL DE LA RATION

Une évaluation des besoins énergétiques de chaque brebis a été réalisée apres une
semaine de suivi de leur poids et de leur production laitiére standardisée, c’est-a-dire de la
quantité de lait corrigée par les taux butyreux et protéique : on obtient ainsi le besoin
énergétique individuel (Ei). Aprés la mise-bas, les brebis ont été alimentées avec 2,93 kg de
mash Lactation et 0,4 kg d’orge (orge distribuée en salle de traite), le systéme de portillons
individuels permettant d’évaluer la consommation individuelle de mash et donc de connaitre

avec precision les apports.

Le bilan énergétique (EB = Energy Balance) est calculé de la fagon suivante : il résulte
de la différence entre 1’énergie ingérée et le besoin énergétique individuel. Cette évaluation a
permis de ne pas intégrer les brebis avec un bilan énergétique négatif dans le lot non restreint
et de contrler au maximum la variabilité intra-lot, méme s’il a été difficile de s’en affranchir

complétement.

L’allotissement a été¢ décidé de facon a homogénéiser les deux lots en fonction d’un
certain nombre de criteres : liens parentaux, production laitiere, poids et nombre d’agneaux.
Enfin, la quantité de ration a distribuer a été calculée : le lot restreint a recu une quantité de

mash couvrant 60% des besoins individuels, soit en moyenne 1,2 kg de mash.

C. EPREUVE INFLAMMATOIRE MAMMAIRE

L’injection intra-mammaire de composés phlogogenes a eu lieu le lundi 10 février sur
I’ensemble des brebis, c’est-a-dire 12 jours apres le début de la restriction alimentaire. Il
s’agit de composés solubles, le lipopeptide synthétique triacylé (PamsCSK,, 10 pg) et le
muramyldipeptide (MDP, 10 ug), ligands respectifs de TLR2 et de NOD2. Le mélange a été
administré par voie diathélique sous un volume de 1 mL. Ces composés permettent de
provoquer une inflammation mimant les effets d’ une infection bactérienne, car ils utilisent des
voies de signalisation de la réponse inflammatoire qui sont identiques. L’injection a été
réalisée sur un seul des deux trayons. L’hémimamelle choisie est celle pour laquelle la

Concentration de Cellules Somatiques était la plus faible dans les jours précédant I’injection.
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Apres la traite du lundi 10 février au matin, I’hémimamelle concernée est vidangée

completement et la solution phlogogene est injectée aprés un complément de vidange
manuelle.

D. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1- Choix des
. 2- MB .-
animaux . . 4- Epreuve 5- Retour 6- Période
. Ajustement 3- Restriction . . -
Adaptation . . . immunitaire au régime post-
de la ration alimentaire . .
aux inflammatoire normal protocole
. Allotement
portillons
Décembre 13-28 janvier 29 janvier 10 février 13 février 26 février
Durée de la période : (17 j) (12 ) (3j) (13 ) au 30 avril

Figure 8 : Protocole expérimental

E. PRELEVEMENTS DE SANG ET DE LAIT

Les dates et la fréquence des prélevements sont indiquées dans le protocole
expérimental (Annexe 2).

Les prélevements de sang sont réalisés a l'aide de tubes sous vide (Venosafe ®) de 9
mL ou 4 mL contenant des anticoagulants, soit de 'EDTA-K2, soit de I'héparine (un tube de
chaque type par prélévement et par brebis). Les prélevements sont réalisés a la veine jugulaire
par un personnel habilité.

Le choix des anticoagulants utilisés est déterminé en fonction du dosage envisagé :

- EDTA : Insuline, AGNE, Glucose.
- Héparine : BHB.

Le choix du volume a été déterminé au prealable en fonction du nombre de dosages et
donc du volume de plasma nécessaire. Chaque tube est ensuite centrifugé 15 minutes a 3500
tours/min a 4°C. La centrifugation se fait le plus rapidement possible apres le prélevement et
dans un délai inférieur a 2 heures.
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Les dosages n’étant pas réalisés au méme moment ni dans le méme laboratoire et pour
éviter les cycles de congélation — décongélation successifs, les plasmas sont partagés en
parties aliquotes avec un tube par animal et par dosage. Ces tubes ont ainsi été décongelés au

fur et a mesure des besoins de I’analyse.

Les analyses sanguines ont été réalisées par 1’Unité Mixte de Recherche INRA-
CIRAD (Centre de coopeération International en Recherche Agronomique pour le

Développement) SELMET (Systemes d’Elevage Méditerranéens et Tropicaux) a Montpellier.

Les analyses du lait ont été réalisées quotidiennement par le LIAL (Laboratoire

Interprofessionnel d’ Analyses Laitiéres), a Aurillac.

L’analyse des formules cellulaires du lait et du sang a été réalisée par cytométrie en
flux, a 'UMR INRA-ENVT (Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse), IHAP (Interactions
Hotes-Agents Pathogenes).

F. ANALYSE STATISTIQUE

Les variables choisies sont : la production laitiére, le poids et la Note d’Etat Corporel
(NEC), les concentrations plasmatiques des AGNE, BHB, et la Concentration des Cellules
Somatiques (ou le Score de Cellules Somatiques), avec conversion des valeurs absolues des

différentes sous-populations.

L’analyse de variance (ANOVA) a été réalisée a I’aide d’un modéle mixte : on
compare un effet aléatoire (ici I’animal) avec un effet fixe. Les effets fixes sont : la date de la

mesure ou le lot (restreint vs non restreint).
Puis, chaque effet est testé a chaque période. Cing périodes sont concernées :

- Avant la restriction alimentaire : entre la mise-bas et le 29 janvier ;

- Pendant la restriction énergétique : entre le 29 janvier et le 9 février ;

- Pendant la restriction ET I’épreuve mammaire : entre le 10 février et le 13 février ;
- Auretour a I’alimentation du troupeau : entre le 14 février et le 26 février ;

- Période post-protocole : a partir du 26 février.
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Résultats

A. BILAN ENERGETIQUE

Bilan énergétique (en % d'UFL)
Restriction alimentaire Epreuve inflammatoire
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Figure 9 : Variation du bilan énergétique pour le lot restreint et le lot non restreint (dans [’ensemble des

graphiques, les écarts types sont représentés par les barres verticales)

Le bilan énergétique calculé a posteriori correspond a environ 60% des besoins dans
le lot restreint alors qu’il est supérieur a 100% dans le lot dont les besoins sont couverts.

L’objectif qui avait été fixé au moment de 1’¢élaboration du protocole a donc été atteint.
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B. VARIATIONS DU POIDS VIF ET NOTE D’ETAT CORPOREL

v" VARIATIONS DU POIDS VIE

Restriction alimentaire

Retour a la ration

A
v
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Figure 10 : Variation du poids vif pour le lot restreint et le lot non restreint

Tableau 5 : Effets de la restriction énergétique sur la variation du poids vif par rapport au lot non restreint

(* p<0,05 peu significatif; **p<0,01 significatif ; ***p<0,001 trés significatif)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergeétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +0,8% -2,5% * * *x
restriction -5,2% -5,5% -4,5%

A partir de 1’établissement de la restriction, le poids mesuré a été corrigé de facon

arbitraire en rajoutant 3,3 kg aux poids des brebis du lot restreint, de fagon a corriger la

diminution de matiére seche ingérée dans ce lot. La diminution quasi instantanée du poids

observée au moment de la restriction, représente en effet la diminution de la quantité ingérée

et non une perte de poids corporel. Elle correspond a une diminution du poids du contenu
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digestif (1 kg ingéré represente 4 a 5 kg de contenu digestif du fait de la longueur du tractus et
de I’humidification de son contenu). Ainsi, la perte de poids est nulle entre le lot restreint et le

lot non restreint au 31 janvier, soit 48 heures aprés le début de la restriction.

La perte de poids observée dans le lot restreint est significative par rapport au lot non
restreint a partir de la période de [restriction énergétique + épreuve], cette diminution
modérée du poids est de 1’ordre de 5% par rapport au lot non restreint jusqu’a la fin du
protocole expérimental. L’épreuve inflammatoire ou la restriction prolongée accroit donc la
diminution de poids chez les animaux restreints. Cette perte reste significative au-dela de la
fin du protocole proprement dit, c’est-a-dire que le lot restreint n’a pas rattrapé cette perte de

poids qui est restée détectable jusqu’a au moins 4 mois apres le retour a la ration normale.

Epreuve Variation en poids par rapport au 29/01 exprimée en %
inflammatoire ) . i
Fin transition mélange troupeau
Restriction Retour a la ration normale Mise a I'herbe
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Figure 11 : Variation du poids par rapport a une date de référence (début de la restriction) pour le lot restreint

et le lot non restreint
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Tableau 6 : Effets de la restriction énergétique sur la variation du poids par rapport au 29-01
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effetsdela| +1,80% * Fkx okl **
restriction -1,56% -4,34% -4,45% -2,93%

La variation du poids exprimée en pourcentage de la valeur considérée comme
référence avant la restriction (le 29 janvier), montre une Iégére diminution du poids d’environ
1,6% chez les brebis du lot restreint par rapport a celles du lot non restreint trés tét aprés le
début de la restriction. Cette diminution de poids est modérée (environ 4%) mais tres
significative pendant 1’épreuve inflammatoire, et elle reste significative longtemps apres la
reprise de I’alimentation normale. Les animaux qui ont subi la restriction ne rattrapent pas

leur retard a la mise a I’herbe, mais vers la mi-mai, leur poids tend & augmenter.

v" NOTE D’ETAT CORPOREL

La Note d’Etat Corporel (NEC) permet d’évaluer 1’état corporel des brebis et peut
servir d’outil simple de gestion de I’alimentation du troupeau. Elle passe essentiellement par
une palpation dorsale des animaux avec notamment I’évaluation du degré de couverture des
apophyses transverses et de la proéminence des apophyses épineuses au niveau des vertebres

lombaires (Annexe 3).
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NEC Restriction alimentaire Epreuve inflammatoire Retour a la ration normale
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Figure 12 : Variations de la NEC pour le lot restreint et le lot non restreint

Tableau 7 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la NEC par rapport au lot non restreint
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +1,1% *x * -2,9% *
restriction -6,5% -4,5% -2,8%

La Note d’Etat Corporel (NEC) montre un effet de la restriction qui est modéré et

significatif des la période de restriction. La variation de la NEC est moins représentative de

I’état d’embonpoint de I’animal que le poids Vvif. Elle ne permet pas d’évaluer les masses

graisseuses internes (la lipomobilisation affecte également les réserves adipeuses viscerales, et

pas seulement les dépots adipeux sous-cutanés). Cependant, on remarque que I’ensemble des

brebis a une diminution de la NEC jusqu’a début février, c’est-a-dire jusqu’a 2 semaines apres

la mise-bas. De plus, on remarque une diminution plus marquée chez les animaux restreints

au moment de I’épreuve inflammatoire (comme indiquée par une diminution de la pente
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pendant 2 jours, figure X), qui a peu de répercussion sur la NEC a la fin de cette période
(variation de —6,5% a — 4,5%, tableau X).

C. PRODUCTION LAITIERE, TAUX UTILES

v" PRODUCTION LAITIERE
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Figure 13 : Variations de la production laitiere (PL) pour le lot restreint et le lot non restreint

Tableau 8 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la production laitiére exprimée en litres
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergeétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +11% -2% -14,7% -5,5% +4,1%
restriction (p=0,08)
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L’analyse statistique ne montre pas d’effet significatif de la restriction sur I’évolution
de la production laitiere ; en moyenne, il semble que les brebis ont maintenu la production
malgré une diminution de 40% des apports énergétiques. On remarque cependant que la
diminution de la production laitiére est plus marquée dans le lot restreint lors de 1’épreuve

inflammatoire (passage de -2% a -14,7%).

Variation de la PL journaliére par rapport a une PL de réf (24, 28 et 29-01)
exprimée en %

Regtriction alimentaire Epreuve ianammatBire
\
v

&Ietour a la ration normale
80V Vv

60

Non restreint

e Restreint

Figure 14 : Variations de la production laitiere exprimées en pourcentage, par rapport a une production laitiére
de référence calculée sur 3 dates(le 24, 28 et 29-01), pour le lot restreint et le lot non restreint

Tableau 9 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la production laitiére par rapport & une
production laitiére de référence a partir des données de 3 dates (le 24, 28 et 29-01)
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la -0,02% kel Fkk Fkx -4,14%
restriction -13,52% - 25,34% - 16,63%
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Cependant, en analysant les variations de la production laitiére et en prenant une
valeur de référence sur les trois dates qui précedent le début de la restriction, I’effet de la
restriction devient trés significatif dés le début de la restriction : on observe une baisse
d’environ 13,5% de la production laitiére par rapport a une valeur de référence pour les brebis
restreintes, ce qui est une diminution modérée. Lors de I’épreuve inflammatoire, la diminution
est accrue et la production laitiére du lot restreint est quatre fois plus faible que le lot non
restreint. La diminution de la production reste trés significative jusqu’a la fin de la période de
retour & la ration normale ou on détecte une diminution d’environ 16%. Le lot restreint

retrouve une production identique au lot non restreint lors de la période post-protocole.

v' TAUX BUTYREUX ET QUANTITE DE MATIERE GRASSE

Epreuve
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Figure 15 : Variations du taux butyreux pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 10 : Effets de la restriction énergétique sur le taux butyreux par rapport au lot non restreint

(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +2,6% folekal Fxk folekal +0,8%
restriction +19,4% +28,1% +9,8%

Avant la restriction, les deux lots de brebis avaient un taux butyreux identique. On

observe un effet tres significatif de la restriction avec une augmentation d’environ 20% dés la

période de restriction énergeétique : les brebis restreintes ont une augmentation trés marquee et

significative du taux butyreux de la restriction jusqu’a la réalimentation du troupeau, avec une

augmentation accrue lors de I’épreuve inflammatoire (de I’ordre de 28%).

Quantité de Matiere Grasse (en g)
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Figure 16 : Variations de la quantité de matiére grasse pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 11 :

Effets de la restriction énergétique sur la quantité de matiére grasse par rapport au lot non
restreint
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +12,2% +16,6% +8,5% +3,2% +4,3%
restriction

La quantité de matiere grasse (QMG) est calculée de la facon suivante :

QMG =TB x PL.

L’analyse statistique ne montre pas d’effet de la restriction énergétique sur la variation

de la quantité de matiere grasse dans le lot restreint par rapport au lot non restreint.

v

TAUX PROTEIQUE ET QUANTITE DE MATIERE PROTEIQUE

Taux Protéique (en g/L)  Epreuve Retour a la ration normale
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Figure 17 : Variations du taux protéique pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 12 :

Effets de la restriction énergétique sur la variation du taux protéique par rapport au lot non
restreint (* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la 0% folekal * * +0,3%
restriction -6,4% - 5% +3,6%

Lors de la restriction, il y a une diminution modérée (d’environ 6%) et trés significative du

taux protéique chez les brebis restreintes. Cette diminution devient peu significative lors de la

période [restriction énergétique + épreuve]. Au retour a I’alimentation du troupeau, il y a une

augmentation peu significative du taux protéique pour le lot restreint, ce qui correspondrait a

un effet rebond de la fin de la restriction, puis les taux protéiques des deux lots deviennent

identiques apreés la fin de ’essai.

Quantité de Matiéere Protéique (en g)  Retouralaration normale
Restriction alimentaire Epreuvg inflammatgire
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Figure 18 : Variations de la quantité de matiére protéique pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 13 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la quantité de matiére protéique par rapport

au lot non restreint (* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +10,9% -7,8% * -1,4% +3,9%
restriction -18,5%

La guantité de matiere protéique (QMP) est calculée de la fagon suivante :
QMP =TP x PL.

L’analyse statistique montre un effet peu significatif (p<0,05) de la restriction
énergétique sur la quantité de matiére protéique qui diminue d’environ 18% lors de la période
[restriction énergétique + épreuve], par rapport au lot non restreint. L’épreuve mammaire ou
la restriction prolongée accroit 1égérement la diminution de la quantité de matiere protéique
chez les brebis restreintes. Le lot restreint retrouve des valeurs de QMP identiques au lot non

restreint des le retour a la ration du troupeau.

v" RAPPORT TB/TP

Rapport TB/TP tpreuve
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Figure 19 : Variations du rapport TB/TP pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 14 : Effets de la restriction énergétique sur la variation du rapport TB/TP par rapport au lot non
restreint (* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)
Période Avant Restriction | Restriction + Retour a Post-
restriction énergétique Epreuve I’alimentation protocole
mammaire du troupeau
Effet de la +1,8% kel kel * +0,5%
restriction +27,9% + 35% +5%

Le rapport TB/TP varie d’une valeur située autour de 1 avant la restriction jusqu’a une

valeur maximale de 1,2 dans le lot dont les besoins sont couverts et une valeur de 1,7 dans le

lot restreint, soit une différence de 0,5 point. Cette différence est trés significative pendant la

période de restriction (avec + 27,9%) et la période suivante [restriction énergétique + épreuve]

(avec + 35%). Au retour a I’alimentation normale, cette augmentation n’est plus ou peu

significative, et le rapport TB/TP devient identique dans les deux lots en post-protocole.

D. METABOLITES SANGUINS

v' AGNE ET BHB

Epreuve petour a la ration normale
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Figure 20 : Variations de la concentration plasmatique des AGNE pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 15 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la concentration plasmatique des AGNE
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction Restriction + Retour a la
restriction énergétique Epreuve ration normale
mammaire
Effet de la **x *xk Fxk + 1%
restriction + 26% + 101% + 94%

Avant la restriction, on observe une concentration plasmatique des AGNE supérieure

dans le lot des brebis qui ont subi la restriction. Cependant, la restriction a un effet trés

significatif avec une augmentation marquée de la concentration des AGNE ; les valeurs sont

doublées chez les brebis restreintes par rapport aux brebis non restreintes (environ 1,05

mmol/L vs 0,45 mmol/L a la fin de la période de restriction seule). Lors de 1’épreuve, la

concentration des AGNE diminue chez les brebis restreintes mais reste supérieure a celle des

brebis non restreintes (effet de la restriction trés marqué et significatif : + 94%). Cet effet

s’estompe rapidement au retour a 1’alimentation du troupeau ; il n’y a alors plus d’effet de la

restriction.
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Figure 21 : Variations de la concentration plasmatique du BHB pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 16 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la concentration plasmatique du BHB
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction Restriction + Retour a la
restriction énergétique Epreuve ration normale
mammaire
Effet de la * kel * -2%
restriction + 14% + 50% +41%

Il 'y a une différence de la concentration plasmatique du BHB entre les lots avant la

restriction, mais cette différence est légere (+ 14%), et peu significative du point de vue

statistique. Lors de la restriction, I’augmentation de la concentration du BHB chez les brebis

restreintes est forte, avec + 50% de la valeur mesurée chez les brebis du lot restreint par

rapport a celles du lot non restreint : cette différence devient trés significative (environ 0,7

mmol/L vs 0,5 mmol/L a la fin de la période de restriction seule). Apres 1’épreuve, les

concentrations du BHB diminuent chez les brebis restreintes, mais elles restent supérieures a

celles des brebis non restreintes (+ 41%). Au retour a la ration normale, les concentrations en

BHB des deux lots sont équivalentes.
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Figure 22 : Variations de la glycémie pour le lot restreint et le lot non restreint
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Tableau 17 : Effets de la restriction énergétique sur la variation de la glycémie
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction Restriction + Retour a la
restriction énergétique Epreuve ration normale
mammaire
Effet de la - 3% faleie ikl - 4%
restriction - 10% - 10%

Durant la période de restriction, on observe une diminution de la glycémie chez les
deux lots de brebis. Les brebis restreintes ont une glycémie significativement plus basse
(diminution modérée de 10% ; p<0,001) que les brebis non restreintes pendant la restriction et
pendant la période [restriction énergétique + épreuve]. Lors de 1I’épreuve inflammatoire, on
observe cependant une augmentation de la glycémie dans les deux lots. La glycémie n’est pas

différente entre les lots au retour a 1’alimentation du troupeau.
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E. REPONSE DE L’EPREUVE INFLAMMATOIRE

v" CONCENTRATION DES CELLULES SOMATIQUES (CCS)

Restriction ccs ( x 1000 cellules / mL)

alimentaire
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Figure 23 : Variations du Comptage de Cellules Somatiques (CCS) pour le lot restreint et le lot non restreint

On observe une augmentation trés marquée, rapide mais transitoire des CCS pour tous
les animaux a la suite de I’injection des composés phlogogénes (d’environ 800 000
cellules/mL & un pic d’environ 12x10° cellules/mL) ; I’épreuve inflammatoire a donc été
efficace et a provoqué le résultat attendu. L’analyse de 1’évolution des CCS dans les deux
groupes montre qu’elle est identique ; il n’y a donc pas d’effet de la restriction sur la quantité

de cellules recrutees dans le lait a la suite de 1’épreuve inflammatoire.
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Figure 24 : Variations du CCS hémimamelle (c6té injecté et coté contrdle) pour le lot restreint et le lot non

restreint
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v SCORE DE CELLULES SOMATIQUES (CCS)
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Figure 25 : Variations du Score de Cellules Somatiques (SCS) pour le lot restreint et le lot non restreint

Le Score de Cellules Somatiques (SCS) est une conversion logarithmique de base 2
des CCS. Le SCS est calculé de la fagon suivante :
SCS = log, (SCC/100 000) + 3.

Cette transformation permet d’obtenir une distribution normale des valeurs des CCS et

permet donc d’analyser I’évolution des cellules somatiques du point de vue statistique.

L’évolution des SCS dans les deux lots est identique d’un point de vue statistique.

86



Restriction alimentaire

Epreuve inflammatoire

Retour a la ration normale

12

21/O|106/02 07/02 | 10/02 | 11/02 | 12/02 | 13/02 | 14/02 |17 |18 |20 21|

SCS hémimamelle

Non restreint
cOté injecté

Non restreint
cOté non
injecté

— = = Restreint coté
injecté

— = = Restreint coté
non injecté

Figure 26 : Variations du SCS hémimamelle (c6té injecté et coté contrdle) pour le lot restreint et le lot non

restreint

Tableau 18 : Effets de la restriction énergétique sur la variation du SCS hémimamelle
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001)

Période Avant Restriction Restriction + Retour a la
restriction énergétique Epreuve ration normale
mammaire
SCS coté - 7,5% -12,1% - 0,6% - 14,4%
injecté
SCS c6té non -9,2% -13,3% - 13,4% - 22,8%
injecté

L’analyse statistique ne montre pas d’effet de la restriction énergétique sur la variation

du Score de Cellules Somatiques (SCS) en fonction de la restriction, que ce soit du c6té

injecté ou du c6té non injecté.
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v" SOUS-POPULATIONS CELLULAIRES DU LAIT

Des analyses ont été réalisées pour déenombrer la proportion des différentes sous-
populations cellulaires dans le lait: lymphocytes, neutrophiles et neutrophiles morts. Les
differentes populations cellulaires ont été identifiées par cytométrie en flux apres un
marquage fluorescent permettant de les détecter. Afin d’analyser les données du point de vue
statistique, la normalité des distributions a eté vérifié, et le cas échéant, les dénombrements
cellulaires ont été transformés en logarithmes. Les dates analysées sont J-4, JO, et J+8h,

J+24h, J+48h et J+72h avec JO, jour de 1’épreuve inflammatoire.

On constate que les brebis restreintes ont un nombre de lymphocytes (p=0,02), de
neutrophiles morts (p=0,04) et de neutrophiles (p=0,08) plus élevé que les brebis non
restreintes, du coté injecté, 24 heures apreés ’injection des composés phlogogenes. Pour le
cté non injecté (servant de contrdle), les brebis non restreintes ont une concentration de
neutrophiles morts plus ¢élevé (p=0,008) que les brebis restreintes, 24h apres 1’injection.

(Figure 27)
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Figure 27 : Variations de la concentration de neutrophiles morts du lait (c6té contréle et c6té injecté) pour le lot
restreint (R) et le lot non restreint (NR)
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Figure 28 : Variations de la concentration de neutrophiles du lait (c6té contrdle et c6té injecté) pour le lot

restreint (R) et le lot non restreint (NR)
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Figure 29 : Variations de la concentration de lymphocytes du lait (c6té contrdle et c6té injecté) pour le lot

restreint (R) et le lot non restreint (NR)
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v" LEUCOCYTES SANGUINS

Numération sanguine
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Figure 30 : Variations de la numération sanguine (moyennes des deux lots)

Apres I’épreuve inflammatoire mammaire, il y a une diminution globale du nombre de
leucocytes sanguins totaux par litre dans les huit heures suivant I’épreuve inflammatoire.
Cette variation est en partie due a une diminution du nombre de neutrophiles et de
lymphocytes. Il y a ensuite une augmentation du nombre de leucocytes au temps +8h a +48h,

associée a une augmentation des lymphocytes B et T.

Une analyse statistique a également été réalisee sur la concentration des leucocytes
sanguins des deux lots. Les temps analysés sont : J-4, JO, J+8h, J+24h et J+48h avec JO, jour
de I’épreuve inflammatoire. On constate alors que pour I’ensemble des brebis, qu’elles
appartiennent au lot restreint ou au lot non restreint, le nombre de leucocytes sanguins
diminue significativement aprés 1’injection ; la diminution est maximale huit heures apres

I’épreuve intra-mammaire.
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Figure 31 : Variations de la concentration de leucocytes sanguins pour le lot restreint et le lot non restreint

La restriction a un effet significatif sur le nombre de leucocytes sanguins a J-4
(p=0,007) et JO (p=0,06) uniquement. Il y a davantage de leucocytes sanguins chez les brebis

non restreintes ; cette différence disparait apres 1’épreuve inflammatoire.

Cependant, 1’analyse statistique ne montre pas d’effet significatif de la restriction sur
les sous-populations sanguines (hombre de neutrophiles, monocytes, lymphocytes B et

lymphocytes T).
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F. SYNTHESE DES RESULTATS

Tableau 19 : Tableau récapitulatif des résultats en fonction des différentes périodes du protocole

Avant restriction Restriction Restriction + Retour a I'alimentation | Post-protocole
énergétique Epreuve mammaire du troupeau
Critéres zootechniques
Variations de poids vif -5% - 6% -5%
Variations de poids vif par -2% -3%
NEC -7% -5% -3%
Parameétres laitiers
Variations de la PL -15%
Variations de la PL par rapport a
PL de réf.
B
QMG
TP -5% + 4%
QmpP -19%
TB/TP + 5%
Indicateurs métaboliques
AGNE +26%
BHB +14% +41%
Glucose

Epreuve inflammatoire

SCS

SCS hémimamelle
(cOté injecté et cOté non injecté)

Peu significatif (p<0,05)
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I11. Discussion
Cette étude a été realisee pour répondre essentiellement a deux questions :

1. Quels sont les effets d’une restriction énergétique sur la production et le
métabolisme des brebis laitieres ?
2. Quels sont les effets du déficit énergétique sur la réponse inflammatoire locale et

systémique suite a I’épreuve mammaire ?

A. VARIATIONS DU POIDS VIEF ET DE LA NEC

Le bilan énergétique calculé correspondait a une couverture d’environ 60 % des
besoins énergétiques chez les animaux restreints. Ce niveau de déficit est celui que nous
souhaitions obtenir ; les conditions expérimentales sont donc satisfaites. Ce déficit était
recherché car il est similaire au bilan énergétique spontané mesuré chez des vaches Holstein
en debut de lactation (Rastani et al. 2001).

Une perte de poids a été observée chez les animaux restreints dés le debut de la
restriction ; elle s’accroit a la fin de la phase de restriction et durant la période correspondant a
I’épreuve inflammatoire. L’origine de cette plus forte diminution est difficile a définir. En
effet, il est difficile de déterminer si cette perte de poids est accrue en raison de la réponse
inflammatoire qui a été provoquée, ou si la diminution du poids s’aggrave en raison de la
restriction qui se prolonge. Cette diminution a été suffisamment marquée pour qu’elle ne
puisse pas étre corrigée pendant la période du suivi expérimental. En effet, le lot restreint ne
recouvre pas un poids corporel similaire a celui du groupe non restreint avant plusieurs
semaines, et au moins quatre mois apres le retour a la ration normale distribuée au reste du

troupeau laitier.

Cette diminution du poids est corrélée a une diminution du volume des tissus adipeux
sous-cutanes, et elle peut étre évaluée par palpation des apophyses transverses lombaires, et
quantifi¢ a 1’aide de la Note d’Etat Corporel. Comme attendu, la NEC diminue assez
fortement aprés la mise-bas, et assez rapidement aprés la restriction, on observe une

diminution de la NEC plus marquée et significative chez les animaux restreints.
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Des vaches laitieres, soumises a trois semaines de restriction correspondant a la
couverture de 50% de leurs besoins énergétiques (restriction débutée 12 semaines post-
partum), ont une diminution modérée, mais tres significative de leur poids vif (p<0,001), et
une diminution légére mais tres significative de la NEC, par rapport aux vaches non
restreintes. Le poids vif diminue de 56 + 4 kg, et la NEC diminue de 0,16 £ 0,03 (NEC
évaluée sur une échelle de 1 a 5) suite aux trois semaines de restriction. Elles retrouvent un
poids similaire aux vaches non restreintes aprés 2 semaines de réalimentation (Gross et al.,
2011). De méme, suite a la mise-bas, le poids vif diminuait de 23 + 3 kg et la NEC diminuait
modérément de 0,34 £ 0,04.

Les vaches restreintes ont également une diminution marquée de 0,8 £ 0,1 mm de
I’épaisseur du gras dorsal (p<0,001) et une diminution modérée de 2 + 0,4 mm du diamétre du
muscle long dorsal (M. longissimus dorsi) (p<0,001) a la fin de la période de restriction.
Aprés 8 semaines de réalimentation, 1’épaisseur du gras dorsal reste plus faible chez les
vaches qui ont été restreintes (p<0,05). Les effets négatifs d’une restriction, méme de
relativement courte durée, peuvent étre encore visibles ou détectables & plus ou moins long
terme, en particulier sur le poids vif. Ces mesures, notamment celles réalisées a 1’aide d’un
échographe, auraient pu étre réalisées dans notre essai de facon a quantifier la diminution des
réserves corporelles. En effet, nous avons constaté une assez grande variabilité de la NEC
entre expérimentateurs, ce qui en fait une valeur trés relative. La mesure des épaisseurs de
tissu adipeux ou du tissu musculaire serait probablement beaucoup plus précise et répétable

dans le temps.

B. RESTRICTION ENERGETIQUE ET CARACTERES LAITIERS

La restriction énergétique a provoqué une diminution de la production laitiere (p<0,01)
ainsi qu’une modification de la composition du lait : une augmentation trés significative du
taux butyreux (p<0,001) et une diminution transitoire du taux protéique (p<0,001 pendant la
période de restriction seule). La quantité de matiére grasse exportée n’est cependant pas
modifiée et la restriction a peu d’effet sur la quantité de matiere protéique (p<0,05 pendant la
restriction). Par contre, le rapport TB/TP est fortement augmenté pendant la restriction
(p<0,001).
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L’augmentation du TB et du rapport TB/TP se trouve accrue lors de 1’épreuve
inflammatoire chez les animaux restreints. De méme que pour 1’évolution du poids vif, on ne

peut pas discriminer 1’effet de I’inflammation d’un effet prolongé de la restriction.

Dans I’¢tude de Gross et al. (2011), on retrouve une diminution modérée mais
significative de la production laitiére pendant la restriction : les vaches restreintes produisent
en moyenne 3 kg de lait en moins par jour par rapport aux vaches non restreintes a la suite des
trois semaines de restriction. Il y a également une diminution modérée du TP (p<0,001)
associée a une légere augmentation du TB (p<0,10) apres trois semaines de restriction. Il en
résulte une augmentation modérée du rapport TB/TP (p<0,05) dans le lot restreint par rapport
au lot non restreint : le rapport est de 1,4 pour les vaches restreintes contre 1,3 pour celles qui
ne le sont pas. Puis, durant la période de réalimentation, la production laitiere et le rapport
TB/TP du lot restreint sont identiques dans les deux lots. La teneur en lactose n’est pas
affectée par la restriction. On retrouve une légére diminution de la production laitiére apres
trois jours de restriction énergétique (deux jours de restriction a 75% des besoins suivis d’un
jour & 50% des besoins) dans 1’étude de Schiitz et al. (2013), mais il n’y a pas de différence de
production laitiére entre les vaches avec une NEC basse et les vaches avec une NEC plus
élevée. Les effets apparaissent aprés une durée de restriction énergétique suffisamment longue
et d’au moins une semaine. On peut noter la grande similitude des résultats obtenus entre les
espéces ovine et bovine dans des conditions de modulation des besoins énergétiques

d’intensité identique ou proche.

C. INDICATEURS METABOLIQUES

La restriction énergétique induit une forte augmentation des concentrations
plasmatiques des AGNE et du BHB. Les concentrations redeviennent identiques a celles du
groupe témoin deés la fin de la restriction, indiquant que ces modifications sont tres fidéles a
I’évolution du bilan énergétique. Schiitz et al., 2013 constatent également une augmentation
des concentrations plasmatiques des AGNE et du BHB (p<0,001) apres 3 jours de restriction
chez des vaches laitiéres. Les vaches dont la NEC est plus élevée ont tendance a avoir des
concentrations des AGNE et du BHB plus élevées. De méme, une restriction de 7 jours avec
une couverture de seulement 60% des besoins énergétiques chez des vaches Holstein conduit

a une augmentation tres significative des concentrations des AGNE et du BHB, par rapport
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aux vaches non restreintes (environ 1 vs 0,3 mmol/L pour la concentration des AGNE et
environ 0,8 vs 0,5 mmol/L pour la concentration du BHB), pendant la période de restriction et
de I’infection expérimentale intra-mammaire avec Streptococcus uberis (Moyes et al., 2009).

Les concentrations des AGNE et du BHB diminuent de facon modérée suite a 1’épreuve
inflammatoire. Ceci est également observé dans 1’étude de Zarrin et al. (2014): apres
I’administration intra-mammaire de LPS & des vaches Holstein, les concentrations

plasmatiques en BHB diminuaient (p<0,01).

La glycémie est diminuée de fagon tres significative chez les brebis restreintes durant toute la
période de restriction. Au moment de la réalimentation et du retour a la ration normale, la
glycémie se normalise. Une légére diminution de la glycémie (0,16 + 0,02 mmol/L ; p<0,05)
chez des vaches restreintes, accompagnée d’une augmentation de la concentration des AGNE
(0,08 £ 0,02 mmol/L ; p<0,001) et du BHB (0,13 + 0,03 mmol/L ; p<0,001), est retrouvée
dans 1’¢tude de Gross et al. (2011). Cependant, cette observation est en contradiction avec

I’étude de Moyes et al. (2009) ou la restriction pendant sept jours n’a pas modifié la glycémie.

La restriction énergétique entraine donc une augmentation trés significative des
concentrations plasmatiques des AGNE et du BHB, et une diminution de la glycémie. Dans
des conditions ou le déficit énergétique est de méme intensité, les variations mesurées chez la

vache et chez la brebis laitiére sont trés semblables.

Ces modifications de la concentration plasmatique de divers métabolites peuvent avoir
des conséquences négatives sur les fonctions immunitaires (Lacetera et al. 2004 ; Lacetera et
al. 2002 ; Suriyasathaporn et al., 1999 ; Franklin et al., 1991 ; Cerone et al., 2007 ; Klucinski
et al. 1988).

D. REPONSE INFLAMMATOIRE MAMMAIRE

Nous avons vu dans I’étude bibliographique présentée au début de ce travail qu’en
présence d’un déficit énergétique, divers parametres immunitaires pouvaient étre altéreés :
- atteinte de la fonction des lymphocytes avec diminution de la synthése des IgM,
- diminution de la prolifération des lymphocytes,

- diminution du chimiotactisme des leucocytes sanguins et des neutrophiles du lait,
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- diminution de la phagocytose par les macrophages.

Le recrutement des cellules somatiques est en partie le reflet de la réponse
inflammatoire mammaire qui se développe a la suite d’une infection par exemple, ou dans
notre cas de I’injection de phlogogeénes d’origine bactérienne : les cellules présentes dans le
lait font partie intégrante des meécanismes de défense et incluent des lymphocytes, des
macrophages, des neutrophiles et parfois quelques cellules épithéliales, du fait de la

desquamation de I’épithélium par apoptose.

Dans nos conditions, la restriction énergétique n’a pas modifi¢ la Concentration des
Cellules Somatiques et le Score de Cellules Somatiques suite a 1’injection des composés
Pam3CSK, et MDP. Les CCS et SCS des deux lots sont en effet identiques dans 1’hémi-
mamelle éprouvée : on observe une augmentation marqueée, rapide et transitoire du CCS (et du
SCS) a la suite de I’'injection des composés. Malgré le déficit énergétique, les animaux
restreints sont capables d’initier une réponse inflammatoire intense et sans retard apres
I’injection intra-mammaire. Dans 1I’étude de Moyes et al. (2010) aucune différence des valeurs
de CCS n’a été observée entre les vaches restreintes (2 60% des besoins énergétiques) et les

vaches non restreintes suite a I’inoculation intra-mammaire de Streptococcus uberis.

Dans notre étude, les brebis restreintes ont des concentrations de certaines sous-
populations cellulaires du lait (lymphocytes, neutrophiles et neutrophiles morts) plus élevées
dans 1’hémi-mamelle injectée des brebis non restreintes, 24 heures aprés 1’épreuve
inflammatoire mammaire. Ceci est en désaccord avec 1’¢tude de Cerone et al (2007) montrant
une diminution du chimiotactisme des neutrophiles du lait en présence de concentrations
élevées de corps cétoniques. Le renouvellement cellulaire est donc différent entre les deux
lots avant 1’épreuve inflammatoire. Ce renouvellement est soit dii a une mobilisation des
réserves médullaires plus marquée (mobilisation contrdlée par des facteurs solubles) soit a

une exportation plus grande vers le tissu mammaire chez les brebis restreintes.

La numération des leucocytes sanguins est plus élevée chez les brebis non restreintes
par rapport a celles qui le sont, quatre jours avant 1’injection et le jour de I’épreuve. Il y a
globalement un nombre de leucocytes sanguins plus élevé pour le lot non restreint, mais cette
différence n’est plus significative apres 1I’épreuve. Ceci est en accord avec 1’étude de Motris et
al. (2009) qui a constaté que les vaches avec un NEB séveére présentaient un comptage en

globules blancs (et en lymphocytes) significativement plus faible que les vaches avec un NEB
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modeére. Par ailleurs, cette différence de numération des leucocytes sanguins dans notre étude
ne se traduit pas par une concentration différente des leucocytes du lait ; en effet, ce sont les
brebis restreintes qui ont un nombre de sous-populations cellulaires du lait plus élevée apres
I’épreuve inflammatoire. Les leucocytes sanguins doivent traverser plusieurs barriéres pour
arriver dans le lait (barriere endothéliale, épithélium mammaire). On peut donc supposer
qu’au moins une de ces étapes est affectée par la restriction et engendre des modifications au
niveau des concentrations cellulaires. En outre, nous n’avons pas analysé les fonctions des
cellules, telles que la phagocytose ou encore la production de facteurs bactéricides, qui

peuvent étre modifiées par le déficit énergétique.

Franklin et al. (1991) a également montré que la prolifération des lymphocytes in vitro
a des concentrations faibles de glucose était diminuée dans des milieux contenant des corps
cétoniques. Or, dans notre étude, il n’y a pas de différence entre les deux lots dans les
numérations de lymphocytes sanguins, et les brebis restreintes (qui ont une glycémie plus
faible que les brebis du lot non restreint) ont un nombre de lymphocytes dans le lait supérieur

aux brebis non restreintes 24 heures aprés 1’épreuve, dans 1’hémi-mamelle qui a été injectée.

Suite a I’épreuve inflammatoire, il y a une augmentation de la concentration de
neutrophiles, de neutrophiles morts et de lymphocytes du lait dans 1’hémi-mamelle éprouvée,
avec un pic observé entre huit et 24 heures post-injection. Une infection intra-mammaire a
Staphylococcus epidermidis chez des brebis laitiéres induit également une augmentation
intense et transitoire des leucocytes du lait a partir de 4 heures apres ’inoculation, avec un pic
qui apparait environ huit heures aprés I’inoculation. Ce pic de leucocytes dans le lait est
accompagné d’une leucopénie modérée (Winter et al., 2002). De méme, dans notre
expérience, on observe une diminution significative des leucocytes sanguins apres 1’épreuve
mammaire, avec une diminution maximale huit heures aprés 1’injection intra-mammaire,
atteignant en moyenne 5x10° leucocytes/L pour le lot restreint et 5,5x10° leucocytes/L pour le

lot non restreint.

L augmentation des CCS suite a 1’épreuve inflammatoire est similaire dans les deux
groupes, alors que le groupe restreint présente des concentrations plasmatiques de BHB plus
¢levées que le groupe témoin avant 1’épreuve inflammatoire. Ce résultat est différent de celui
obtenu aprés une injection de LPS chez des vaches laitieres avec des valeurs de BHB
augmentées : Zarrin et al. (2014) ont observé une augmentation des CCS significativement
plus faible (p<0,01) chez les animaux hypercétonémiques (leur concentration plasmatique de
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BHB a eté augmentée par une perfusion intraveineuse de BHB pour atteindre une
concentration comprise entre 1,5 et 2,0 mmol/L) que chez les animaux du groupe controle
(normocétonémiques, perfusion intraveineuse de NaCl). Cependant, les deux études différent

par le fait que :

1) les valeurs de BHB sont double par rapport aux autres études et a notre essai ;

i) les animaux hypercétonémiques de 1’étude de Zarrin et al. (2014) ont une glycémie
et une concentration des AGNE dans les valeurs usuelles, contrairement a notre
étude ou les brebis restreintes ont une glycémie plus faible et une concentration
des AGNE plus élevées.

L’augmentation moins marquée des CCS en présence de concentrations plasmatiques
élevées de BHB pourrait étre expliquée par les effets négatifs du BHB sur le recrutement des
neutrophiles. En effet, des études in vitro ont montré que des concentrations plasmatiques
élevées de BHB diminuent le chimiotactisme des neutrophiles du lait (Cerone et al., 2007 ;
Klucinsky et al., 1988).

Perkins et al. (2002) se sont intéressés aux effets d’une restriction énergétique sur la
réponse clinique aigué suite a l’injection intra-mammaire de LPS a des vaches laitiéres.
L’impact du déficit énergétique sur la réponse clinique aigué est minime : la température
rectale, la fréquence cardiaque et respiratoire sont légerement plus faibles chez les vaches
restreintes dans les six premiéres heures post-injection. De plus, la restriction énergétique n’a
pas d’effet sur les CCS suite au challenge intra-mammaire (ni d’effet sur la concentration
plasmatique de TNF-a, la concentration des leucocytes ou les concentrations du TNF-a et des

IgG dans le lait).

Pengov (2001) s’est intéressé a la valeur seuil des CCS qui permettrait de considérer
qu’une mamelle est infectée chez la brebis laitiere. A partir d’échantillons provenant de 251
brebis, il a établi un seuil de 250 x 10° cellules par mL, ce qui permet d’avoir une sensibilité
de 97,6% et une spécificité de 82%. Selon cette étude, les CCS provenant de mamelles de
brebis non infectées ou de mamelles infectées par des agents pathogénes majeurs sont
similaires aux valeurs de CCS établies dans 1’espéce bovine. Il y a cependant une différence
entre vaches et brebis lors d’une infection par des staphylocoques a coagulase négative : les

CCS des brebis sont en moyenne dix fois plus élevées que les CCS mesurées chez la vache.
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Rivas et al. (2001) ont étudié 1’évolution des sous-populations cellulaires du lait suite a
une inoculation intra-mammaire de Staphylococcus aureus. Selon leur étude, la cytométrie en
flux permet d’identifier trois «statuts » inflammatoires: pas d’inflammation, une
inflammation précoce (1 a 8 jours post-inoculation) et une inflammation tardive (9 a 14 jours
post-inoculation). Les lymphocytes sont prédominants dans les glandes mammaires non
infectées alors que les neutrophiles sont prédominants dans la premiere phase de
I’inflammation. Dans la phase d’inflammation précoce, le pourcentage de lymphocytes
diminue alors que celui des neutrophiles augmente et inversement lors de la phase
d’inflammation tardive. Le pourcentage de macrophages n’est pas modifi¢ de fagon

significative apres 1’inoculation.

La cytométrie en flux est une approche diagnostique des mammites plus fiable que le
Comptage de Cellules Somatiques pour identifier les échantillons dont les CCS sont faibles,
dans des conditions ou la spécificité du CCS est faible, mais la sensibilité¢ de ces deux
méthodes est similaire. (Rivas et al., 2001) De plus, le CCS est une méthode plus accessible et
généralisée a la plupart des élevages laitiers. Elle reste donc la méthode préférentielle pour la
détection des infections mammaires. Dans 1’essai, malgré le recours a la cytometrie de flux
pour distinguer les différentes sous-populations du lait, nous n’avons observé qu’un faible
impact de la restriction énergétique sur le recrutement des cellules dans le lait lors d’une

épreuve inflammatoire.
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CONCLUSION

Un bilan énergétique négatif conduit & une lipomobilisation accrue a 1’origine d’une
augmentation des concentrations plasmatiques des acides gras non estérifiés et des corps
cétoniques. Elles peuvent altérer les mécanismes immunitaires mobilisés lors d’une infection.
On remarque notamment que l’incidence des maladies métaboliques et infectieuses est
augmentée durant la période de transition, période durant laquelle les ruminants laitiers sont
soumis a une demande énergétique accrue. Certaines études indiquent notamment qu’une
concentration élevée des acides gras non estérifiés ou du béta-hydroxybutyrate est associée a
un risque plus élevé de développement des mammites en début de lactation. Or, les mammites
constituent une affection majeure a I’origine de pertes économiques marquées dans la filiere

laitiére.

Des études principalement menées chez la vache laitiére ont montré qu’un déficit
énergétique et ses conséquences métaboliques peuvent altérer les fonctions des leucocytes,
alors qu’a I’inverse, le glucose et la glutamine stimulent la réponse immunitaire. Le déficit
énergétique a notamment des répercussions sur 1’expression de genes intervenant dans la
réponse immunitaire locale et systémique (notamment hépatique) lors d’une épreuve

infectieuse intra-mammaire.

Un déficit énergétique induit experimentalement chez des brebis laitieres entraine une
diminution significative de la production laitiere associée a une augmentation de la
cétogenese et une diminution de la glycémie. La détermination du Score de Cellules
Somatiques et 1’identification des sous-populations cellulaires du lait n’ont pas permis de
mettre une évidence des différences majeures de la réponse inflammatoire des brebis
restreintes suite a une épreuve intra-mammaire induite par des composés phlogogenes et ce,

malgré 1’augmentation des concentrations plasmatiques des AGNE et du BHB.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : Composition des mashes

ANNEXE 1A : Composition en matieres premiéres du mash Gestation (fin de gestation)

Mash Gestation Composition en matieres premieres
(%)

Luzerne déshydratée 17% 22,00
MAT

Orge 38,60
Tourteau de soja 48 6,70
Graine de lin extrudée 14,20
Son de blé tendre 14,20
Meélasse de canne 2,90
Premix 1,40

ANNEXE 1B : Composition en matieres premiéres du mash Lactation (début de

lactation)

Mash Lactation Composition en matiéres premiéeres

(%)

Luzerne déshydratée 17% 79,50

MAT

Tourteau de colza 3,60

Graine de lin extrudée 2,20

Son de blé tendre 9,30

Mélasse de canne 3,00

Premix 1,20

Sodium, bicarbonate 1,20




ANNEXE 2 : Protocole expérimental et dates de prélevements

1- Cr.10|x des - MB B
animaux . . 5- Retour 6- Période
. Ajustement 3- Restriction ap
Adaptation . . . au régime post-
de la ration alimentaire
aux normal protocole
. Allotement
portillons
Décembre 13-28 janvier 29 janvier 10 février 13 février 26 février
Durée de la période : (17 j) (12j) (3)) (13j) au 30 avril
Prélevements Période 1 Période 2 Période 3 _E
Pesée 5 (1fois par 2 5 2
semaine)
NEC 1 1 1
Contrdle laitier Journalier Journalier Journalier
Lait pour 2
bactériologie
Lait pour CCS 1 4 4
hémi-mamelle
Lait pour AG 1 1 1
Lait pour FACS 1
Prise de sang 1 1 1 1
Dosage (Insuline, 1 1 1 1
T3, AGNE,
glucose, BHB)
Hématologie, 1 1
transcriptome et
métabolome




ANNEXE 3 : Evaluation de la Note d’Etat Corporel

Lagrille de notation
de I’état corporel:

- «Coupe» transversale de la brebis au niveau des lombaires

une notationdeo as,
de trés maigre asuiffarde

Les notes 0 et 5 sont peu utilisées: la note o
correspond & une brebis cachexique entrain
de mourir.

Proéminence des apophyses tranwerses
Proéminence des apophysss épineusss

Degré de cowverture des exirémités
\\ des apophyses tranwerses

Epaisseur de la nox de citelette

Note 1: brebis trés maigre

Les apophyses épineuses et transverses sont saillanteset
pointues. Les doigts passent facilement sousleurs
extrémités et entre elles. Il n'y a pasde gras de couverture.

Note 2 :brebis assez maigre

Les apophyses épineuses et transverses sont arrondies et
sansviscosité. 1l est possible d’engager les doigts sous
I’extrémité des apophyses transverses. L'épaisseurde la
noixdu muscle est moyenne. La couverture adipeuse est
moyenne.

Note 3: brebis en état

Les apophyses épineuses forment de trés légéres ondula-
tionssouples. Les os peuvent étre individualisés sous 'effet
d’une pression des doigts. Les apophyses transverses sont
bien couvertes. Seule une forte pression permet d’en
distinguer les extrémités. La noix de muscle est pleine.

Note 4: brebis grasse

Seule une pression permet de détecter les apophyses épi-
neuses sousla forme d'une ligne dure entre deux muscles.
1l est impossible de sentir lesapophyses transverses.

D’apres I'Institut de I’Elevage
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Evaluation expérimentale des conséquences d’une restriction énergétique en début de lactation sur la
réponse inflammatoire mammaire chez la brebis laitiere
Résumé :

La période de transition entre la fin de la gestation et le début de la lactation est une période critique du
cycle de production des ruminants laitiers. Un déficit énergétique est souvent présent et a des répercussions sur
le métabolisme et les fonctions immunitaires, qui peuvent étre altérées, dont notamment I’expression de génes
leucocytaires.

Notre étude a porté sur I'influence d’une restriction énergétique d’une durée de 15 jours sur la
production et le métabolisme de 24 brebis. Ses conséquences sur la réponse inflammatoire mammaire apres
injection de composés phlogogenes ont été évaluées. Apres restriction, une diminution du poids vif, de la note
d’état corporel et de la production laitiere ont été observées. Un bilan énergétique négatif entraine une
augmentation marquée de la concentration des acides gras non estérifiés et du bétahydroxybutyrate, ainsi

qu’une diminution de la glycémie ; il a une influence légére sur la réponse inflammatoire mammaire.

Mots clés :

Ovins ; Mammites ; Restriction énergétique ; Inflammation ; Métabolisme ; Immunité.

Experimental evaluation of the consequences of energy restriction in early lactation on mammary
inflammatory response in dairy sheep
Abstract :

The transition from the late gestation to the beginning of lactation is a critical period in the production
cycle of dairy ruminants. A negative energy balance with possible consequences on metabolism and immune
functions is often present. Mobilization of fatty acids seems to affect immune functions of leukocytes and their
gene expression.

We studied the consequences of a 15-days energy restriction on production and metabolism in a group
of 24 ewes and their controls, and the impact of energy imbalance on the mammary inflammatory response.
After restriction, there is a decrease of the body weight, of the Body Condition Score and milk yield. Negative
energy balance is associated to a pronounced increase of non-esterified fatty acids and B-OH-butyrate
concentrations in blood, and to a decrease of plasma glucose concentration. Nevertheless, energy restriction

slightly affects the mammary immune response after intra-mammary challenge.

Key words :

Sheep ; Mastitis ; Energy restriction ; Inflammation ; Metabolism ; Immunity.




