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Les trypanosomoses animales africaines sont deadieal parasitaires dues a des
protozoaires flagellés du genre Trypanosoma, gasdu sang.

La transmission du parasite a I'hdte définitif assurée en général par un insecte
hématophage, suite a un cycle plus ou moins coraplér Afrique tropicale, les vecteurs
principaux des trypanosomoses sont les glossines.

Les trypanosomoses touchent de nombreux mammifdoas)e bétail.

Les conséquences médicales et économiques de dadigmasont particulierement
importantes. Les glossines constituent un factenitdnt de I'élevage en Afrique tropicale,
dans des zones offrant pourtant un fort potentigfrger.

Le contrdle des trypanosomoses permettrait d’autgnele maniere conséquente les
productions animales dans ces zones et de faiee dacbesoin alimentaire croissant en
Afrique.

Actuellement, la stratégie privilégiée dans ladutbntre les trypanosomoses animales
est d’associer le contrdle des vecteurs a uneogestisonnée de la maladie. Dans ce cadre,
les insecticides et les trypanocides restent awel¢s moyens de lutte les plus utilisés.

Cependant, plusieurs arguments poussent les clueschedévelopper de nouvelles
méthodes de lutte, non chimiques.

En premier lieu, I'association de différentes mé@wde lutte est a priori la garantie
d’une plus grande efficacité.

Ensuite, le risque d’apparition de résistance desiames tsé-tsé aux insecticides
nécessite le développement de méthodes de luttaaives.

Enfin, les problémes de rémanence de ces prodhiitsiques dans I'environnement
ainsi que la présence de résidus dans les praglinientaires d’origine animale sont de plus
en plus pris en compte.

Parmi les techniques de lutte non chimiques, lesipdités d’exploiter les réponses
immunologiques de I'héte représentent un poteptieetteur.

Des travaux de recherche sur le développementa@ngacontre les parasites doivent
étre menés. L’avancée de ces expérimentations dawgres modeles animaux permet
d’espérer le succes d’'une telle démarche.
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1.LES TRYPANOSOMOSES ANIMALES AFRICAINES

1.1.DEFINITION

La trypanosomose animale africaine est une majaati@sitaire due a des protozoaires
flagellés de la famille des Trypanosomatidés etgdare Trypanosomales trypanosomes
sont des parasites du sang, de la lymphe ou desdigsus.

Ces trypanosomoses sont des maladies infectiensesilables, non contagieuses.
Elles sont transmises par des vecteurs, principaiemas glossines en Afrique. Elles peuvent
se présenter sous forme chronique (cas le plusdrégchez le bétail) ou aigué, et leur issue
peut étre fatale en l'absence de thérapeutiquesEbnt appelées Nagana chez le bétail
africain.

La trypanosomose animale africaine sévit en Afriqud-saharienne, ou elle est
responsable d’importantes pertes économiques. iB®nla répartition correspond a celle des
glossines.

Fig.1 carte de répartition de la trypanosomose animaieaéie

La trypanosomose animale africaine est présenfdraque sub-saharienne
et centrale, ou les glossines tiennent le roleatteur biologique (CIRDES).



1.2 HISTORIQUE

Les trypanosomoses constituent un fléau majeurar ropicale, et ceci depuis trés
longtemps.

Des écrits anciens d’lbn Khaldoun (1374-1375), eonant 'Empire du Mali, relatent
des cas fatals de maladie du sommeil dans la eo8uttan Mari Djata Il.

Entre le XV¥™ et le XIX*™ siécles, de nombreuses conquétes et expéditionsren
humide sont freinées ou échouent, les chevaux dgdorateurs succombant aux
trypanosomoses transmises par les glossines pe€sdants ces régions.

Il faut cependant attendre le Xi%siécle pour que les parasites responsables de cett
maladie ainsi que le rdle de vecteur des glossoesnt découverts.

La premiere glossingglossina longipalpig récoltée en Sierra Leone, est décrite en
1830 par Christian Rudolph W. Wiedemann.

En 1880, Griffith Evans, officier vétérinaire détmeée des Indes, met en éviderice
evansichez les chevaux et les chameaux du Pendjab.

En 1894, David Bruce, chirurgien major de 'Armééannique, identifiel. bruceia
la fois dans l'intestin des glossines et dans legsdes bovins malades et met ainsi en
évidence le réle de vecteur des glossines.

En 1908, le cycle détaillé du trypanosome chezdasine est décrit par Roubaud.

A partir de 1916, le docteur Jamot développe dehodés de lutte contre la maladie
du sommeil.

1.3/MPORTANCE ECONOMIQUE

La trypanosomose du bétail africain constitue umportante contrainte économique.
En effet, sur les 8,7 millions de km? infestés glssines, au moins 48 millions de bovins
sont exposés au risque trypanosomien, ainsi quendésns d’ovins, de caprins et d’équins.
Dans les zones a glossines, la densité des bosindee8,9/ kmz2, alors qu’elle est de 14,4
bovins/ km2 dans les zones non infestées.

Environ 35 millions de traitements curatifs ou pmétifs sont administrés chaque
année. Cela correspond au traitement de 38% desaaxia risque, et représente un codt
approximatif de 35 millions de dollars US.

En plus des traitements, il faut ajouter les aut@sséquences de la maladie sur les
systémes de production : morbidité et mortalitducfion de la fertilité, baisse de I'efficacité
alimentaire, diminution du pouvoir de traction, wétdon des productions de lait et de
viande...

Les trypanosomoses animales réduisent considérabtefe nombre de tétes de
bétail : de 37% en zone subhumide a 70% en zonadeurba production de viande est
réduite de 5 a 30%, la production laitiere de ¥@%. Le colt de ces pertes est estimé a 1338
millions de dollars US. La production de travailupdes boeufs de trait est réduite de 33%.
Les pertes dues a la morbidité (amaigrissemengséailes performances de reproduction,
aggravation des maladies intercurrentes...) sont dificiles a évaluer. La production
agricole totale serait réduite de 2 a 10% en zaisgae.

Un modele permettant d’évaluer les bénéfices piatisrde la lutte contre les glossines
a été développé récemment (Kristjanson et al., 1999

L’'impact d'un contrble partiel de la maladie a &tédélisé sur une période de 10 ans
et montre que les bénéfices seraient nombreux.réaafence serait diminuée de 25% et le
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nombre de traitements nécessaires serait égalasnasidérablement réduit. On observerait
par ailleurs une réduction de la mortalité¢ des xeati une augmentation du poids des
carcasses. Les colts de production seraient réefuites productions de lait et de viande
seraient améliorées de 50% sur 10 ans. En tougdes potentiels ont été estimés a 702
millions de dollars US annuels.

La maitrise de ce fléau permettrait ainsi de miexgloiter pres de 9 millions de
kilometres carrés offrant de fortes potentialitéarfagéres, et d’élever 33 a 95 millions de
bovins supplémentaires pour faire face a 'augnemaapide des besoins alimentaires de la
population africaine.

1.4 ETIOLOGIE

Trois espéces de trypanosomes sont responsablda thypanosomose animale
africaine :T. congolenseT. vivaxet T. brucei En Afrique, ces trois parasites sont transmis
aux mammiféres essentiellement par les glossines.

T. congolensappartient au sous-gendannomonasC’est sans doute I'espéce la plus
pathogene. Elle est I'agent quasi-unique du Naganafrique de I'Est, et est une cause
majeure de la maladie des bovins en Afrique ded%Du

Le sous-genreDuttonella comprendT. vivax Ce trypanosome est réputé moins
pathogene qué&. congolenseil n’en n’est pas moins le principal agent du hiag chez le
bétail de I'Afrique de I'Ouest. De plus, il peutréttransmis mécaniqguement, et est donc
présent dans d’autres zones que l'aire de répartites glossines.

T. brucei bruceiappartient quant a lui au sous-geirgpanozoon Ce parasite tres
polymorphe est relativement peu pathogéne : chebdeins, les ovins et les caprins, il est a
I'origine de formes chroniques ou sub-cliniques.

1.5.TRANSMISSION

Comme nous I'avons évoqué ci-dessus, les glossimgtdes principaux vecteurs de la
trypanosomose animale africaine. Cependant, sepktingroupe d’especes assure la majeur
partie de la transmission aux animaux.

Les glossines de savane du gro@lessina morsitansont des vecteurs majeurs des
trypanosomoses du bétail.

Le groupe palpalis comprend des glossines de galeries forestiered’hatbitat
péridomestique. Ces glossines sont de plus en ipipiquées dans la transmission des
trypanosomoses animales.

Les glossines du groupescarassemble des especes de forét, en régressiasa da
'anthropisation de ces zones. Ces glossines orgment un réle important dans la
transmission du Nagana.

Les glossines, ou mouches tsé-tsé, sont des vectealogiques. Les parasites

accomplissent un cycle plus ou moins complexe Harganisme des glossines avant d’étre a
nouveau transmis a un mammifere, lors d’'un repasadg.
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Fig.2 Exemple de cycle parasitaire de trypanosome

GLOSSINE

a;ﬁecﬁon dans le derme

/" par la salive de la glossine

formes métacycliques

formes f

épimastigotes
multiplication dans
es glandes salivaires

formes
£ longues
. muttiplication par

~ formes courtes
ne se divisant pas

formes procycliques
Hipli ion dans | i ' -/

Absorption des fonmes sanguines
par la glossine
a l'occasion d'un repas de sang

Cycle parasitaire de Trypanosoma brucei (E. Auth®®3)

Dans la glossine, les trypanosomes vont se muatipkt subir différentes
transformations permettant d’aboutir & des fornmésctantes. Ces derniéres sont présentes
dans la salive et transmises aux hoétes définiifsque les glossines prennent leur repas de
sang.

Pour T.congolense ce cycle chez la glossine dure une quinzaine cdes] Les
trypanosomes sont absorbés au cours d’'un repandelfs passent dans le canal alimentaire,
le pharynx, I'oesophage et le jabot. La vidange tjghbermet aux parasites d’'acceder a
I'intestin, ou un certain nombre de transformatiaisde multiplications s’opérent dans
I'espace endopéritrophique. Les trypanosomes temsensuite dans I'oesophage, le pharynx
puis le canal alimentaire. Une autre transformatimrphologique des parasites a lieu alors
que ceux-ci sont fixés sur les parois du labreirkids parasites pénétrent ’lhypopharynx ou
ils se transforment en métatrypanosomes infectants.

La totalité¢ du cycle de développement Tevivax a lieu dans le proboscis de la
glossine, et dure en moyenne 10 jours. Les panasge multiplient dans le labre puis
transitent dans I'hypopharynx ou ils se transforteenformes infectantes.

T. bruceiposséde le cycle de développement le plus compiExee durée moyenne
de 30 jours. Les trypanosomes absorbés par laiggopsissent par le canal alimentaire, le
pharynx, I'cesophage et le jabot avant de rejoitidrestin. Les trypanosomes migrent dans
I'espace ectopéritrophique de I'intestin moyen ppsubir une série de transformations et de
multiplications. lls vont ensuite dans l'intestinté@rieur et le proboscis ou ils prennent une
autre forme morphologique, puis colonisent les dgasnsalivaires ou ils évoluent en formes
infectantes.
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1.6. SPECTRE D'HOTES

De nombreuses especes animales sont sensibléygaaosomose animale africaine.

Bovins, caprins, ovins, porcs, équins, camélidégns et chats ainsi que singes sont
sensibles et présentent des syndromes aigus aiaginesn

Plus de trente especes d’animaux sauvages peuvennf@ctés et rester porteurs des
trypanosomes.

1.7 PATHOGENIE

Les trypanosomes sont injectés dans la peau du ni@rarors du repas de sang de la
glossine. Une phase de réplication initiale a &euwsite d’introduction, qui évolue en chancre
d’inoculation d’aspect furonculoide.

Les parasites envahissent ensuite les systéemesisagiglymphatique, ou d’autres
réplications se produisent. Les phases de mulitiiin dans le sang se traduisent par des
périodes d’hyperthermie et une évolution de la sitfmie. La colonisation des noeuds
lymphatiques est a l'origine d’une hypertrophie glaannaire.

Des anticorps dirigés contre manteau antigénique tdgpanosomes permettent
d’éliminer une partie des parasites. Il se forme dmamuns complexes, probablement
responsables d’'une partie des Iésions observéedddrypanosomose animale africaine.

Le phénomeéne de variation antigénique des antigdaesurface des trypanosomes
leur permet d’échapper au systeme immunitaire Hétd. Ceci conduit a une infection
persistante avec vagues successives : réplicagentrgpanosomes, production d’anticorps,
formation de complexes antigénes-anticorps, chaegendes antigenes de surface des
parasites et échappement au systéme immunitaire.

Les parasites peuvent aussi passer la barriére ng@mniet gagner le liquide
céphalorachidien. Cette colonisation se traduitsgbar des signes d’encéphalomyélite.

1.8.SYMPTOMES ET LESIONS

De nombreux symptémes peuvent apparaitre au cauta ttypanosomose animale
africaine, mais aucun d’entre eux n’est pathognaquam Leur association et leur séquence
peut varier, et nous allons décrire ci-dessoupiie€ipaux d’entre eux.

Aprés une incubation variant de une a quelques isesiaune premiére phase de la
trypanosomose se manifeste par les symptémes ssividne fiévre intermittente et une
anémie sont présentes de maniére invariable. Ungassement rapide, des oedemes des
parties déclives du thorax et de I'abdomen et uattaiment sont également observés de
maniére constante. Une splénomégalie et une palitadsont frequemment retrouveées.

Des avortements et un tarissement de la produdadiere peuvent avoir des
conséguences importantes pour les propriétaireardegux atteints.

D’autres symptomes correspondent a la seconde pileda maladie, lorsque les
parasites sont localisés dans le liquide céphdiadaen : prostration, pica, larmoiement,
ataxie ou parésie locomotrice, somnolence.

Les animaux évoluent vers la cachexie, le décslptus la mort.

Différentes formes de la maladie sont rencontréasforme suraigué provoque la
mort de I'animal en une semaine. La forme aigudugveous forme d’acces de 3 a 6 jours
séparés par des périodes de rémission d’'une senaedisen issue est fatale en deux mois. La
forme chronique se traduit par des acces légerenggeies périodes de rémission et une issue
fatale en quelques mois.
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La sévérité de la maladie dépend de I'espéece & tce des mammiféres, ainsi que
de la virulence de la souche de trypanosome et dede inoculée. La condition des animaux
joue aussi un role important, tout stress rendamahimaux plus sensibles.

L’'immunodépression provoquée par la trypanosomaseae africaine rend par
ailleurs les animaux plus sensibles a d’autresctides. On assiste alors a une complication
du tableau clinique des animaux malades.

Les Iésions de la trypanosomose sont inconstahfesuespécifiques, essentiellement
liées aux troubles du compartiment sanguin. Desorlés de type inflammatoire,
accompagneées de dégénérescence et de nécrosentpétreeobservées dans les organes
profonds.

L’anémie est due d’'une part a une érythrophagoeypas les macrophages, et d’autre
part a une hémolyse par les métabolites des trgmanes ou par des immuns-complexes. Les
lésions vasculaires provoquent des foyers de nédmschant les artérioles, ainsi que des
oedemes déclives. Du fait d’'un défaut de vascutos, le pelage des animaux malades est
souvent en mauvais état. Dans les formes chronigless myocardites congestives, parfois
associées a de I'hydropériardite, peuvent étrerobes.

L’hypertrophie des nceuds lymphatiques s’accompguaréois de pétéchies sous-
capsulaires.

L’atrophie de la masse graisseuse peut étre tngsriante.

Les poumons, la rate, le foie, les reins et méraatdes organes peuvent présenter des
lésions de congestion et d’hypertrophie. Certadeses lésions évoluent vers I'atrophie lors
de formes chroniques.

1.9 DIAGNOSTIC

Le diagnostic de la trypanosomose animale africggaet se faire de différentes
manieres.

Le diagnostic clinique de la maladie est tres diiffi en raison de I'absence de signes
pathognomoniques. Dans une zone endémique, ungeaaggociée a un mauvais état général
constitue une forte suspicion, qui doit ensuite éonfirmée par une des techniques citées ci-
apres.

Le diagnostic parasitologique a longtemps été lal gmssible. Des méthodes
d’observation directe peuvent étre utilisés, surlots des phases précoces de la maladie.
L’examen du sang a I'état frais, un frottis sangstiivi d'une coloration, ou I'examen d’'une
goutte épaisse permettent ainsi de mettre en ésedes parasites dans le sang. Les méthodes
de centrifugation en tubes a hématocrite permetfeant a elles de concentrer les parasites et
sont donc plus sensibles. Ces méthodes sont peesatiefacilement utilisables sur le terrain.

Plus récemment, des techniques séro-immunologique®té mises au point. Des
méthodes ELISA, d'immunofluorescence indirecte, dms tests d’agglutination sur carte
(CATT) peuvent désormais étre utilisés. Le principeconvénient est de savoir si les
anticorps détectés sont ceux d’'un animal maladegeax d'un animal qui a juste été en
contact avec des trypanosomes.

Enfin, un diagnostic moléculaire est désormais iptessl'utilisation de la PCR, ou de
sondes ADN, permettent de détecter les antigénsstrgpanosomes. Ces méthodes sont
cependant cheres et inutilisables pour le diagnostiterrain.
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1.10. EPIDEMIOLOGIE

Chez les animaux, les cycles de transmission deyfmnosomose africaine sont
variés. Il existe un cycle domestique (bétail-glusdétail), un cycle sauvage (faune—
glossine-faune), et un cycle intermédiare (faunessghe—bétail).

Fig.3 Cycle de transmission de la trypanosomose aninfiataime

Cycles de T. vivax, T. congolense et T. b. bruBeCluisance)

De maniere générale, le Nagana évolue sous foremeabtie diffuse. Des épizooties
apparaissent parfois, lors de périodes de stresshdtes, ou lors de fortes densités de
glossines.

L’épidémiologie de la trypanosomose animale afineast compliquée par le fait que
la maladie implique régulierement la faune de mai@mes sauvages. Cette faune constitue un
réservoir immense et incontrélable des trois ppaagk trypanosomes. A I'heure actuelle, la
faune est en régression dramatique dans toutadidy ce qui a plusieurs conséquences.

Les parcs et réserves naturelles sont devenusaes 2res sensibles en raison des
fortes populations de glossines et de trypanosauedies entretiennent, et car il est difficile
d’y intervenir lors des campagnes de lutte du digitla nécessité de protéger ce précieux
patrimoine.

Par ailleurs, du fait de la disparition des animaaxvages, les glossines réorientent
dans certaines situations leurs préférences traphiyers le bétail et les hommes. Cette
adaptation peut engendrer de fortes populationga$sines en zone péridomestique.

Les bouleversements de l'occupation des sols omt @&ussi eu dimportantes
conséquences sur I'épidémiologie des trypanosomb&exroissement démographique de la
population africaine, les déplacements massifs afmilptions ou encore la sécheresse font
que des régions entieres se vident ou sont habitéssrapidement. Ces mouvements de
population modifient la nature des contacts entienime, le bétail et les vecteurs. La
distribution des vecteurs change elle aussi, lessgies du groupgalpalis s’adaptant bien
aux situations péridomestiques, tandis que lessigles des groupeanorsitanset fuscaont
tendance a régresser avec I'occupation humaine.

L’épidémiologie complexe de la trypanosomose argmafricaine a une forte
influence sur les possibilités de méthodes de,lattmme nous allons le voir maintenant.
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1.11. CONTROLE

Dans le cas de la trypanosomose animale africainas venons de voir que le
réservoir domestique et sauvage est immense ettndtable. La stratégie de lutte est donc
basée sur une action sur le vecteur, associée @&himéothérapie a la demande et a une
chimioprophylaxie du bétail, ainsi qu’'a I'élevage loetail trypanotolérant.

Une méthode ne peut a elle seule garantir une kifieace. Il s’agit d'utiliser

conjointement plusieurs techniques, en essayadagtar cette association a chaque situation.
Le choix d’'un programme de lutte est difficile aebitdprendre en compte de nombreux
facteurs, dont entre autres les espéces de glesaimgliquées et leur répartition, les
conditions bioclimatiques et le type de végétatamunssi bien que la motivation et la capacité
de financement des populations.
Dans cette optique, les scientifiques s’orientersJa lutte intégrée, qui met en ceuvre un
ensemble de méthodes et techniques de lutte ssaisfaux exigences a la fois économiques,
ecologiques et toxicologiques, en réservant laripgi@ux €léments naturels de limitation des
populations et en respectant les seuils de toléranc

1.11.1.Chimiothérapie et chimioprophylaxie

L'utilisation de médicaments trypanocides et tryganéventifs est largement répandu.

Parmi eux, le plus utilisé est sans doute l'isomédaum (Trypamidium®). Cette
molécule a une action curative et préventive etr@stivement bon marché. Cependant, le
développement de résistances a ce médicament aétiejabservé en Afrique de I'Ouest
comme en Afrique de I'Est. Le bromure d’homidiunth#ium®) est une autre molécule a
bonne activité préventive et curative.

D’autres molécules ont prouvé leur efficacité daumgt comme le diminazene
(Bérénil®) ou la mélarsomine (Cymélarsan®).

Bien que d’'usage largement répandu, ces médicamsentschers et ne doivent pas
constituer I'élément essentiel de la lutte cordreypanosomose animale africaine.

De plus, les chimioprophylaxie et -thérapie sondrges délicates en raison du peu de
produits chimiques disponibles et de [l'apparitioe désistances des parasites. Cette
constatation doit encourager la mise en applicatemméthodes de lutte alternatives.

1.11.2.Bétail trypanotolérant

Certaines races d’animaux peuvent survivre, se ldgper et produire en milieu
infesté de glossines. Elles sont dites trypancdaol®&s. Certains caractéres génétiques
conferent a ces animaux l'aptitude a contrbler &apitémie, a contréler I'anémie, a
développer une réponse immunitaire efficace eadagter au milieu.

Parmi les différentes races bovines africaines,td@rins de race N'dama, Baoulé,
Muturu ou Lagune sont trypanotolérants. D’autresnanx domestiques comme la chevre
naine du Sénégal ou les moutons Djallonké préstatatement ce caractéere.

L’élevage de telles races permet donc de luttetrede Nagana et de limiter les pertes
économiques des producteurs. Cependant, ces anipeawent constituer des réservoirs de
trypanosomes et menacer le bétail trypanosendilé & proximité.

1.11.3.Lutte contre le vecteur

Beaucoup de travaux ont été menés dans le cadadwtee contre les mouches tsé-tsé.
Les opérations de contréle sont désormais tréstatées, et des enquétes sont menées avant
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de mettre en place les campagnes de lutte. LegtseBont dirigés sur les régions a fortes
potentialités de développement, et ou la contraingpanosomienne est importante. De
nouveaux outils, utilisant notamment des analygegtiaes, facilitent l'identification des
zones prioritaires d’intervention (Robinson et 2098).

Les méthodes de pulvérisation chimiques ont longteété utilisées, a plus ou moins
grande échelle. Les applications d’insecticide yuae terrestre, par avion ou par hélicoptere
sont efficaces mais cheres, et nécessitent unel@ramganisation. De plus, la communauté
scientifique et I'opinion publique s’inquiétent géus en plus de la pollution causée par ces
traitements chimiques. La rémanence des produits Beenvironnement, la destruction d’une
partie de la faune sauvage et la présence de sédahs les produits alimentaires d’origine
animale constituent des préoccupations importardesmoins dans les pays développés.
Parallelement, la réglementation relative au dépaent et a l'utilisation d’insecticides
s’est durcie et freine la mise sur le marché deveaux produits.

Des progrés certains ont été realisés en matierdutte contre le vecteur. Bien
gu’actuellement les insecticides restent les moyeeasluttes les plus utilisés, d’autres
techniques ont été développées ou sont en couxpétimentation. Ces méthodes ont pour
but d’empécher le développement des glossinesgtianalirecte ou indirecte sur leur natalité
ou leur mortalite.

La lutte mécanique est basée sur I'utilisatiorpiges a glossines (Cuisance, 1989).
De nombreux modéles de pieges ont été développésplus récents étant adaptés aux
facteurs attractifs visuels et olfactifs des glnesi Ces piéges sont placés dans des zones
infestées par les glossines et permettent de denites densités de vecteurs de maniére
importante (jusqu’a plus de 95%). C’est une métrsin®ple et efficace mais qui nécessite un
important travail de sensibilisation aupres dedpylation, chargée d’entretenir ces piéges.

Une méthode alternative utilise des écrans ou diailbénprégnés avec des
pyréthrinoides, dont I'action immédiate tue lessgloes qui entrent en contact avec le
produit.

La lutte écologique a pour principe de modifierbietope des glossines afin d’en
réduire la population. Il s’agit d’éclaircir la végtion, aménager les cultures, assécher les
zones de marécages, construire des barrages, etc.

Les méthodes de lutte biologique sont encore alestapérimental. Des prédateurs
tels que des fourmis, des oiseaux, des araignéedesguépes pourraient étre exploités.
L’élimination des glossines par des champignodgtérhizium anisoplide des parasites
(guépedNesolynxspp) ou des virus est testée en laboratoire, nu@isng étude sur le terrain
n'a encore été envisagée. Des régulateurs de anoisstels que le triflumuron ou le
diflubenzuron peuvent étre associés a l'usage dgepi pour réduire les populations de
vecteurs. Les essais sur le terrain ont donnéé&sestats encourageants.

La lutte génétique par lachers de males stérilgatement éte testée sur le terrain. La
méthode est sélective mais nécessite des élevagesske de glossines, dont les males sont
irradiés avant d’étre lachés.

Enfin, les méthodes exploitant les réponses imnugiglies de I'hnéte, comme les
vaccins anti-parasite ou anti-maladie, en sont enéoleurs prémices alors qu’elles sont
prometteuses. Il est en effet tentant d’appliqeeprincipe d’immunisation des mammiferes
contre les arthropodes a la lutte contre les trgpamoses. La vaccination du bétail contre les
glossines, principaux vecteurs des trypanosomosesAgique tropicale, permettrait
indirectement, et en association avec d’'autresniqols de lutte, de diminuer la prévalence
du Nagana. Les travaux a entreprendre dans ce derdaivent s'inspirer de ce qui a déja été
réalisé avec d’autres systemes hotes-parasitgaegetous allons évoquer a présent.
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2. ESSAIS D’'IMMUNISATION CONTRE LES
PARASITES

Les méthodes immunologiques de lutte contre leeues sont séduisantes.

L’emploi d’'un vaccin anti-parasite a deux effetsmgdémentaires. Il permet tout
d’abord de diminuer les effets directs liés a Bsition par le parasite. De plus, la
transmission des maladies dont le parasite esedéeur est enrayée par le maintien de la
population de vecteurs a un seuil insuffisant passurer cette transmission de maniere
efficace.

Un vaccin anti-arthropode présente de nombreuxtagas.

C’est une méthode alternative a I'emploi des insigles ne présentant pas de risque
pour lI'environnement, et évitant la présence dédvésdans les produits alimentaires. La
spécificité des espéces ciblées par un tel vactifgalement un bon atout, tout comme le
risque limité de voir apparaitre des résistancasdi8ée d’action potentielle est longue, son
colt de fabrication ainsi que sa facilité d’adnti@iBon sont des aspects importants a
considérer en vue de la commercialisation d’uptetiuit.

Le but d’'un vaccin anti-parasite est de dirigerdponse immunitaire de I'héte contre
des antigenes parasitaires. Il existe deux soupoesntielles d’antigenes vaccinaux : les
antigenes conventionnels et les antigénes cachés.

Dans le premier cas, la cible est un antigene eliéunent exposé aux effecteurs du
systeme immunitaire de I'héte, et il s’agit de mintee réponse immunitaire intervenant lors
d’une infestation parasitaire. Mais du fait desawdigs d’adaptation des parasites a la réponse
immunitaire de I'h6te, il se peut que cette répamste insuffisante.

La deuxiéme solution est de diriger la réponse imtaue contre un antigene qui
n'intervient normalement pas dans la réponse imtainaj et qui correspond a une fonction
physiologique importante. Dans le cas des paraséesatophages, les effecteurs du systéme
immunitaire de I'héte sont absorbés lors du repasgsin et peuvent agir sur I'organisme du
parasite. Les perturbations engendrées doivent desiconséquences suffisamment déléteres
pour gu’une telle approche soit possible.

L’évaluation du potentiel vaccinal des antigenest [@re réalisée grace au suivi de la
mortalité et des performances de reproduction dagasfies, et éventuellement par
I'observation d’effets délétéres directs sur lgigsus.

L’identification d’'un antigene vaccinal efficacetds point de départ de la mise au
point de ce type de vaccin. Les travaux menés {fi@rehtes équipes de recherche sur des
parasites variés en sont a des stades tres diféren

Les recherches les plus abouties a I'heure actaeleernent les tiques. Les travaux
indépendants des équipes de Davidson, Johnston,p KemWilladsen d'une part, et
Rodriguez, de la Fuente et Garcia-Garcia d’autné papermis la commercialisation de
vaccins contr&oophilus microplusbasés sur un antigene du tube digestif de l&tiqu

Les essais réalisés chez les insectes se songéséwéins fructueux, ce qui ne signifie
pas pour autant qu’il n’y ait pas d’espoir de vaqaour eux. Les essais de mise au point d’'un
vaccin dirigé contré.ucilia cuprinasont prometteurs. Dans le cas des insectes hénzajfep,

il faut accentuer les efforts sur I'emploi d’antigss intestinaux et d’autres tissus internes
comme cibles vaccinales.

Enfin, la démarche utilisée pour le développemenh ddaccin contre un nématode
hématophagd;laemonchus contortusst similaire et intéressante de considérer.
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La liste des travaux présentés ci-apres n’est plaaustive, mais permet d’illustrer les
différentes démarches utilisées.

2.1 TRAVAUX D’ IMMUNISATION MENES SUR LES TIQUES

Les travaux de recherche sur les vaccins anti$iqug commencé des 1939 avec
I'injection sous-cutanée d’extraits larvaires@ermacentor variabilisa des cobayes (Trager,
1939). La résistance a l'infestation résultantecmntm® qu’une immunisation était possible, a
partir de divers organes internes : glandes cépnedi, tube digestif, glandes salivaires.

De nombreux essais d’immunisation ont suivi, not@mima partir d’extraits de
glandes salivaires. Mais des problémes récurraentpaussé les chercheurs a se tourner vers
d’autres sources d’antigenes protecteurs. Cettealleuapproche a permis le développement
et la commercialisation du premier vaccin anti-paea TICkGARD®.

2.1.1.Essais d'immunisation a partir de glandes salivaire

La vaccination avec des antigenes dérivés des ggandlivaires correspond a une
tentative d’'induction de résistance mimant la régoimmunitaire naturelle, acquise au cours
d’infestations par les tiques. Plusieurs expérisngtlisant les glandes salivaires comme
source potentielle d’antigénes ont été réaliséels purification de ces antigénes a été plus
rapide que pour les autres tissus.

Deux veaux de 1 jour ont été immunisés avec degea@s de glandes salivaires de
Boophilus microplusCette immunisation a induit une production d'emtps ainsi qu’'une
résistance a l'infestation (Brossard, 1976).

Des antigénes préparés a partir des glandes safivaie femelles gorgées de
Dermacentor andersoninjectés par voie intradermique a des cobayes,powwvoqué une
réponse immunitaire. Lors d'infestation expériméntavec des tigues de la méme espéce,
une réduction significative du poids des tiquegagorgement ainsi que du nombre de larves
ont été observées (Wikel, 1981).

Des veaux croiséBos taurusX Bos indicusont été immunisés par injection sous-
cutanée d’antigenes de glandes salivairesHyalomma anatolicum anatolicumrrois
fractions antigéniques ont été distinguées. Latitvacl , fraction antigénique de glande
salivaire totale, correspondait au surnageant dadgls homogénéisées et centrifugées. La
fraction Il était constituée du surnageant de gtandalivaires ayant subi des cycles de
congélation - décongélation, puis homogénéiséeseeatrifugées. La derniere fraction
antigénique, lll, a été obtenue en resolubilisantpkllet de la fraction 1. Les bovins
immunisés ont subi des infestations expérimentalec des tiques adultes de la méme
espéece. Des réponses immunitaires humorales etabads ont été mises en évidence a la fois
in vivo etin vitro. Les bovins ayant recu la fraction | ont développé réponse immunitaire a
I'origine d’une augmentation significative du tenges gorgement, d’'une diminution du poids
des tiques gorgées, d'un allongement de la pépoé@viposition, d’une réduction du poids
moyen des ceufs et du nombre d’ceufs pondus. Lesstigpurries sur les animaux immunisés
avec la fraction 1l ont présenté un poids apregggment plus faible que ceux des lots
contrdles, leur période pré-oviposition a été ajkom et le poids des ceufs diminué. Les
performances des tiques nourries sur les bovingulge avec la fraction Il étaient
comparables a celles des tiques nourries sur lesar contrdle (Banerjee et al., 1990).
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Ces essais ont montré que I'immunisation a padintiyenes salivaires est possible.

Cependant, la protection conférée par ces antigei@efamais tres importante. Par
ailleurs, deux problémes majeurs sont retrouvé®syatiquement : une grande variabilité de
la réponse individuelle des animaux aux injectidfentigénes, et I'apparition de réactions
d’hypersensibilité cutanée aux sites d’attacherdesttiques.

Ces différents problemes ont orienté les travaus lerecherche d’'un nouveau type
d’antigenes protecteurs.

2.1.2.Essais d’'immunisation a partir d’autres tissus deijues

Les molécules qui ne sont pas introduites dangdioisme de I'hote lors du repas
sanguin sont des candidats vaccinaux tres sédsisdnt immunogéne vaccinal doit pour
autant étre accessible aux effecteurs du systemmumitaire de I’héte. Une source évidente
d’antigénes de ce type est le tractus digestiftapses, puisqu’il entre en contact avec les
éléments du systeme immunitaire de I'héte ingéogs tu repas de sang. Cependant, les
autres tissus de tiques ne doivent pas étre élangas les anticorps de I'héte peuvent franchir
la barriere digestive et sont détectables dansrmidigmphe (Ackerman et al., 1981 ; Ben-
Yakir, 1989, Wang et Nuttal, 1994)

Une immunité anti-tiques d’'un bon niveau a été mi¢echez des cobayes immunisés
a partir d'organes internes @& andersoni Le tube digestif et les organes reproducteurs de
femelles gorgées de 5 jours ont constitué 'AntegénTous les organes internes de tiques de
méme stade ont servi a la préparation de I'antigeérees cobayes ont recu deux injections
par voie sous-cutanée a 15 jours d’intervalle, puisété infestés expérimentalement par des
tigues de la méme espece. L'immunisation avec lgemte | a provoqué une chute de ponte,
et n'la pas permis I'éclosion de larves viableslecelvec I'Antigene Il a empéché le
gorgement des tiques et la production d'ceufs (BearnDavid, 1994). En revanche, la
vaccination de bovins avec des immunogéenes dudigsstif et d'organes reproducteurs de
D. andersonin’a pas induit une bonne immunité : le nombreigees gorgées n'a pas varié
entre le lot témoin et les animaux vaccinés. Cepetides tiques recueillies sur les bovins
vaccinés sont plus petites, produisent moins d’eetufisoins de larves.

Deux extraits deDermacentor variabilisont été utilisés pour immuniser des rats,
ensuite soumis a un challenge parasitaire. Unéepdes rats a recu un extrait dérivé de tiques
entieres, tandis qu’un autre groupe a été inoctgé an extrait de tube digestif de tiques. Les
tiques infestant les animaux immunisés avec I'éxtta tube digestif ont montré les effets
suivants : attachement retardé, baisse du poidsigless gorgées, allongement de la période
pré-oviposition, diminution du taux d’éclosion. Egvanche, ces effets n'ont pas été retrouvés
chez les tiques nourries sur les rats traités Bertrait de tiques entieres. (Ackerman et al.,
1980).

L’'immunisation de bovins avec un homogénat d’adulemtiers deAmblyomma
americanuma 3 et 18 mg/kg a provoqué une baisse du poidgemesllesA. americanum
gorgées. Lors d’'une seconde infestation expérinentette baisse a été accentuée. La
possibilité d’'une action synergigue entre immum#écinale et immunité naturelle n'a pas été
explorée. L’effet d’augmentation de 'immunité ende2e par une infestation serait pourtant
bénéfique pour un vaccin anti-tiques (McGowan t18181).

Des antigenes de femelles entieresRigpicephalus appendiculatumt été utilisés
pour immuniser des lapins, provoquant une résistantinfestation paR. appendiculatus
La durée du repas de sang des adultes a été augnetria viabilité des ceufs a été diminuée.
Les anticorps des hotes résistants a l'infestatittnensuite permis la détection de nombreux
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candidats immunogénes présents dans I'homogénawdss. || a semblé que la synthése des
différents antigénes varie en fonction du stadgatgement de la tique (Mongi et al., 1986).

Des cobayes ont été immunisés a partir de fragmedatda bordure en brosse
d’intestins dA. americanumUn challenge avec des tiques adultes de la mé&péce a
ensuite été effectué. Les résultats montrent udspdes femelles gorgées réduit jusqu’a
69,8%, et la mortalité des tiques effectuant leas de sang sur des animaux vaccinés varie
de 37,5 a 71,5%. Il a été remarqué que le nombmaatsures de tiques était apparemment
identiques chez les cobayes vaccinés et non-vacdirg@bsence de signe d’hypersensibilité
cutanée a également été spécifiee (Wikel, 1987).

Des homogénats de nymphes Amblyomma hebraeurat A. marmoreumont été
obtenus par broyage, sonication, centrifugatiofiltedge des tiques, et ont servi a immuniser
des lapins. Les niveaux de résistance a l'infestatiomospécifique ont été significatifs et ont
montré une réduction du temps de gorgement airesdgupoids des tiques gorgées. Chez les
lapins inoculés, les niveaux de beta et gamma glwsiont significativement augmente, tout
comme le nombre d’éosinophiles et de neutrophilées résultats ont indiqué le
développement d’une immunité humorale et probabhenoellulaire (Tembo et Rechav,
1992).

Une résistance significative a l'infestation panddes stades de. appendiculatus.
été induite par immunisation de bovins a partimaiunogenes solubles et partiellement
purifiés de la membrane du tube digestifRleappendiculatud_e poids des tiques gorgées a
éte réduit et la viabilité des ceufs diminuée. Cdpat) le nombre de tiques se nourrissant sur
les animaux vaccinés n’est pas affecté, et la fitérides femelles adultes a été expliquée par
le grattage du a une irritation dermique excesshez les bovins vaccinés (Essuman et al.,
1991).

Les travaux de recherche menés par Opdebeeck etlfsgues suB. microplussont
intéressants.

Plusieurs études ont testé le potentiel de différéesus comme source d’antigénes
protecteurs.

L'immunisation de bovins avec des antigénes duusadigestif deB. microplusou
une combinaison d’antigenes du tube digestif esyhganglion (ganglion nerveux rostral) a
permis une réduction de l'infestation de 87 et 8@¥pectivement. La production d'ceufs a
été diminuée de 95 et 91%. En revanche, I'immuitisat partir du synganglion seul n’a pas
été efficace. Bien que diminuant au cours du temags;otection induite par la vaccination est
restée détectable pendant au moins 7 mois (Opdekéeat, 1988).

Des épitopes associés aux membranes larvaireB. daicroplus se sont avérés
protecteurs suite a un essai d'immunisation surbdems. En effet, la production d’ceufs de
tiques nourries sur les animaux vaccinés avec xteaits de membrane larvaire a été réduite
de 78% par rapport aux lots de contrble. Les mengzrdarvaires solubilisées et les sera de
bovins vaccinés avec des membranes de tubes €hgesti été utilisés pour purifier par
immunoaffinité des immunogenes potentiellement quigturs. Les bovins immunisés avec
ces derniers ont présenté une protection de 8@%t 8ans deux expériences différentes (
Wong et Opdebeeck, 1990).

Un autre essai a cherché a évaluer le potentietinalc d’extraits de membrane
vitelline ou du tube digestif dB. microplus Des bovins ont été inoculés avec une des deux
fractions avant de subir un challenge parasitdies antigénes de la membrane des ceufs
n'ont pas induit de protection anti-tique, malgrée production importante d’anticorps anti-
ceufs - mesurés par sérologie ELISA dans les sédemdovins vaccinés. En revanche, les
antigenes du tube digestif ont provoqué une ré@gista I'infestation, associée a des taux
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élevés en anticorps anti-tube digestif. Des analyggplémentaires ont montré un certain
niveau de réactions croisées entre les deux typaiabrps (Kimaro et Opdebeeck, 1994).

Il semble que les antigénes du tube digestifB.dmicroplussoient ceux qui procurent
les plus importants niveaux de protection. Plusigles travaux menés par Opdebeeck et ses
collegues y ont été consacrés.

Des bovins et ovins ont été immunisés avec diftésenoncentrations d’antigenes de
la membrane du tube digestif 8 microplus et les réponses en anticorps correspondantes
ont été évaluées par ELISA. Les guantités totalesnilinogénes administrés variaient de
0,05 a 500Qg. Les bovins ont présenté une résistance a ltiaties apres 2 injections de
500ug ou 3 injections de 3@ ou 50(Qug d’antigene de la membrane du tube digestif. La
protection, mesurée par la réduction du poids defs,cétait alors respectivement de 89%,
80% ou 95% pour ces trois groupes (Jackson et @ed&b1989).

Des extraits de tractus digestif & microplusont servi a immuniser des bovins,
ensuite soumis a des infestations expérimentalesnomilieu naturel. Apres une injection
vaccinale, la production d’ceufs a été réduite deet7’54% respectivement, en comparaison
avec un groupe contréle. Un rappel suivi d’'une dame infestation a permis de réduire la
ponte de 80 et 52%. Il a été noté que les nivealmnuinité acquise variaient
considérablement, aussi bien chez les animaux m&&cgue non vaccinés (Wong et
Opdebeeck, 1993).

Une expérience basée sur des anticorps monoclan@exmis d’isoler des antigénes
protecteurs au niveau de la membrane du tube diged8. microplus Une série d’anticorps
monoclonaux dirigés contre la membrane digestive tigues a été isotypée, et les
caractéristiques des différents isotypes ont étiéliés. Des antigenes solubles du tube digestif
ont été précipité par I'anticorps monoclonal QULes précipités, injectés a des bovins
soumis a une infestation parasitaire, ont rédysolate des tiques de 62% ou 99%, en fonction
de la dose inoculée. Les antigénes solubles complpar QU13 ont ensuite été séparés par
électrophorese (Lee et Opdebeeck, 1991).

Une autre étude a montré que les antigénes pratecdigsus du tube digestif d&
microplussont conserveés entre plusieurs souches de tigusisga’entre différents stades de
la tiqgue. Des antigenes extraits du tractus difjdstilO isolats d&. microplusont été testés
par des anticorps monoclonaux et des sérums dasdwes sérums ont été obtenus a partir
d’animaux vaccinés avec des extraits larvairesuetuble digestif ayant procuré des niveaux
de protection importants. Parmi les anticorps mtomaux, QU13 est connu pour sa capacité
a précipiter les antigenes protecteurs du tubestifgie B. microplus Les profils de réactions
obtenus avec les sérums bovins et les anticorp®cimmaux étaient similaires pour tous les
isolats. De plus, la réaction des antigénes laggaaavec QU13 a indiqué que les antigénes
protecteurs sont communs aux stades larvaire dtead@B. microplus Ces caractéristiques
constituent un atout majeur pour des antigenesé@ewaccinale (Knowles and Opdebeeck,
1996).

Les travaux de cette équipe de chercheurs n'orttenatusement pas abouti a I'heure
actuelle. lls ont cependant fourni des informationséressantes sur les possibilités
d'immunisation a partir de tissus de tiques.

Les expériences menées a partir d'antigenes pravelgadifférents organes internes
de tiques ont donné des résultats variables. Lememes a l'origine des meilleures
protections anti-tiques sont les antigénes du usadligestif, suivis par ceux des organes
reproducteurs et les protéines vitellines. L'imnsaion a partir de ces antigenes est a
I'origine d’une certaine mortalité, mais surtoutidé baisse des performances de reproduction
des tiques.

'y a eu peu de publications sur la purificatioh lédentification d’antigenes
protecteurs, si 'on excepte le cas Bemicroplus C’est d’autant plus surprenant que les
tigues constituent un groupe assez homogene, eBguecroplusne doit pas étre la seule
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espéece a pouvoir étre sensible a ce type de vaCependant, les caracteres monoxéne et
monotrope de cette espece favorisent les cont&pétés entre I'hote et le parasite et
rassemblent ainsi des conditions plus propices [@uaccin que dans les espéces de tiques
possédant plusieurs hotes.

Des efforts importants ont été consacrésBa microplus et ont permis le
développement de deux vaccins commerciaux, commse atbons maintenant le voir. Ces
efforts doivent désormais étre orientés vers legeauespeces de tiques ayant des
conséguences eéconomiques non négligeables.

2.1.3.Mise au point du vaccin contreB. microplus

Le vaccin contreB .microplus tel qu’il est commercialisé a I'’heure actuelle
(TickGARD®) contient un unique antigene recombinant suspension dans un adjuvant
huileux. L'antigéne protecteur, Bm86 est une glyotfine membranaire localisée a la
surface des cellules du tube digestif de la tique.

L’ingestion d’anticorps anti-Bm86, produits par lesvins vaccinés, a lieu au cours du
repas de sang. La fixation de ces anticorps ssurf@ce des cellules digestives de la tique est
suivie par la lyse de ces cellules et la fuite deémel du tube digestif dans ’hémolymphe. Le
mécanisme de cette lyse n'est pas encore élucieg.s€ries de réactions provoquent une
certaine mortalité au moment du gorgement maisosurentre le repas de sang et
I'oviposition, ce qui est a I'origine d’une rédumti de la population parasitaire.

Il a fallu 13 ans pour développer ce nouveau ptodirn résumé, on peut distinguer 4
étapes principales :
1) démonstration de la faisabilité du vaccin enditions contrélées (immunisation contre les
tiques, identification de l'antigene protecteur,oquction d’'une protéine recombinante
efficace).
2) démonstration de l'efficacité du vaccin surdedin.
3) enregistrement du produit (efficacité, sécuiit@pcuité, propriétés du produit).
4) introduction du nouveau produit dans la filibaine.

2.1.3.1Etape 1

Des expériences menées en 1986 ont abouti a laigirod d’anticorps ayant des
conséguences délétéres sur les organes intermpes akite.

La vaccination de boviBos tauruset Bos taurusX Bos indicusavec des extraits de
femelles adultes semi-gorgéesBlemicroplusa induit une immunité, mais avec une grande
variabilité individuelle. La résistance induite gammunisation était encore évidente aprés
14 jours de challenge quotidien avec 1000 larves.charge parasitaire sur les bovins
vaccineés a été réduite en moyenne de 70% par riagporcontrdles (Johnston et al, 1986).

Les effets d’'une vaccination a base d’extraitsuhetdigestif dd. microplusont été
observés in vivo et in vitro. Les tiques nourrias des bovins vaccinés ont présenteé les signes
suivants : mort progressive de tiques femellestadubrs du repas de sang, et présence de
lésions intestinales chez 60% des femelles. Leglfemprésentant ces Iésions ne se sont pas
gorgées, ou sont mortes avant d’avoir pondu. Lesnalies digestives ont été retrouvées lors
des expériences in vitro. Aucune hypersensibilittalmée ou exsudation importante n’a été
constatée, ce qui tend a montrer que les mécanisniseen jeu lors de la vaccination sont
différents de ceux intervenant au cours de I'imruacquise suite a des infestations répétées
(Kemp et al., 1986).

Suite & une série de fractionnements, vaccinatEinghallenges parasitaires, un
composant mineur de la membraneBdanicroplusa été identifie comme protecteur. Il a été
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appelé Bm86. Il s’agit d’'un antigéne caché, autrgngé un immunogéne normalement non
introduit dans 'hdte au cours du repas de sangefdant, il est exposé aux effecteurs du
systeme immunitaire de I'héte ingérés lors du refmasang (Willadsen and Kemp, 1988).

L’antigene protecteur, Bm86, a été purifié et ceasé comme une glycoprotéine de
poids moléculaire de 89kDa et de point isoélectigie 5,1 a 5,6. Cette molécule a été
immunolocalisée au niveau de la surface des cslldligestives. La séquencage et la
description de la structure de cet antigéne orieégant été effectués (Willadsen et al., 1989).
Des techniques d’immunohistochimie ont permis dentneo que l'antigéne Bm86 est
conservé dans de nombreuses souchds. amicroplus ce qui a renforcé I'hnypothese selon
laquelle il pouvait étre a la base d’un vaccin (Breet et al., 1994).

Plusieurs systémes d’expression ont été testés mwaduire une protéine
recombinante protectrice : systémes bactériengliques et de cellules d’insectes. Les lers
essais de protéines recombinantes ont conféré matecpion, mais beaucoup moins bonne
gu’'avec la protéine native (Rand et al., 1989). @ensuite assisté au développement de
systémes d’expression basés dticoli et des baculovirus, et de modifications post-
transcriptionnelles. Les produits finaux obtenus qges méthodes ont présenté une efficacité
comparable a celle de I'antigéne natif (Richardsoal., 1993 ; Valle et al., 1993).

L’évaluation de l'efficacité du vaccin a été fagedce a un modeéle standardisé : des
bovins naifs, jamais exposés aux tiques, ont éstiés avec 1000 larves Be micropluspar
jour. Les effets ont été mesurés expérimentaler@gnours plus tard par la réduction de la
charge parasitaire et du poids des tiques gorgées,qu’une forte inhibition de la ponte chez
les femelles adultes gorgées qui ont survécu. éfeffimulé de la vaccination a été mesuré en
pratique par la réduction du taux de ponte suiventhallenge larvaire standardisé, et cela
résume les effets du vaccin sur le cycle de vipatasite.

Les résultats obtenus avec les antigenes prodait&.pcoli lors d’essais en milieu
contrdlé sont les suivants. Le nombre de tiquegégs a été réduit de 20 a 30%, le poids des
tiqgues gorgées de 30%, le poids des ceufs ponduggame de femelle gorgée de 60 a 80%.
Si Iimpact du vaccin est mesuré par son effet Iggr capacités de reproduction d’une
génération de tiques, depuis les larves jusqu’auxsapondus par femelles adultes
survivantes, alors les parameétres cités donneaffahglobal de 90% (Tellam et al., 1992).

2.1.3.2Etape 2

Les premiers essais en conditions naturelles énéélisés en 1990-1991.

Les animaux immunisés étaient des bovins Herefaed1@ a 12 mois, ayant
préalablement été exposés aux tigues et possédantuthe immunité naturelle acquise. Ces
bovins ont subi des infestations artificielles a2€c000 larves. Le comptage des femelles
gorgées a permis de classer les bovins en fond@neur niveau d'immunité naturelle
acquise. Quatre lots comparables ont été constjiaédirage au sort aléatoire, et ont été
placés sur 4 patures sur lesquelles le nombrerde di tiques était comparable.

Un premier groupe n'a pas été vacciné, un groug@ga une premiere injection et un
rappel & la 7"°semaine, deux groupes ont regu une injection esigideux rappels, auX™?
et 17 semaines.

Les conditions et le poids des bovins ont été étddr La charge parasitaire des
animaux a été suivie, et des prélevements reguiersques ont été effectués pour mesurer
leurs capacités de reproduction.

Les résultats ont témoigné du potentiel du vacaargontréler les populations de
tiques. Cette expérience a également mis en éwdandifficulté de réaliser des expériences
de terrain, car de nombreux événements non costr@é constitué des biais. Ainsi, la
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météorologie et son impact sur les populationsigiees ou le retrait des animaux contrbles
trop affectés ont influencé les résultats de cenieependant, la capacité du vaccin de
réduire de maniére significative la charge parasitast restée nette. La mesure du poids des
bovins a permis d'illustrer le bénéfice résultantodntréle des tiques (Willadsen et al., 1992)

D’autres essais en milieu naturel ont été réalp@sdes scientifiques cubains. La
vaccination a réduit la charge parasitaire de gu85%, et a également limité la transmission
de la babésiose bovine. Une analyse colts-bénédicesntré que le nombre de traitements
acaricides était réduit de 60%. Ceci, associé atr@e de I'infestation par les tiques et de la
transmission de la babésiose, permettait aux ptedrsd’économiser 23,4$ par animal et par
an. Ces résultats démontrent clairement les avasitdg la vaccination a l'aide de 'antigéne
Bm86 (de la Fuente et al., 1999).

2.1.3.3Etape 3

Cette étape correspond a I'enregistrement du pratuivue de sa commercialisation
(Willadsen, 1997).

L’équipe de chercheurs qui a travaillé sur le via@mtiB. microplusa rencontré des
difficultés pour définir ses effets et les bénéipeur la production bovine.

En effet, le principal effet du vaccin est la réilut du rendement de la population de
tiques. Les bénéfices a I'échelle individuelle sdonc faibles pour les bovins. A I'échelle du
troupeau, ils sont liés a la réduction de la pdpiade larves capables d’infester les
troupeaux, et n‘apparaissent qu'aprés une génardgotiques. Cela impliqgue de plus que
'ensemble du troupeau soit vacciné et qu’il n'y @as introduction de nouveaux individus
non immunisés. Ces différents éléments ont été itapts a considérer lors du processus
d’enregistrement du produit.

Le produit n'a pas pu étre enregistré comme unimacuisant la population de
tiques sur les bovins de maniere significative @urg d’'une saison. Les essais demandés pour
apporter la preuve de ces effets auraient été nmpbreux et beaucoup trop colteux. La
description du produit a donc été transformée eginebase sur une réduction progressive de
la population de tiques, en conséquence de laebdissfécondité gu'’il entraine, un vaccin
pour bovins permettant d’aider au contréle desesgqdu bétail sur les patures. Les effets ont
pu étre évalués grace au nombre d'ceufs pondus gmaelle ayant survécu, a partir
d’échantillons prélevés sur des bovins. De plusplaélation inverse entre le poids des ceufs
pondus et le titre en anticorps anti-Bm86 a égaterpe étre exploitée.

L’efficacité générale de la vaccination, seule ombinée a des traitements acaricides
raisonnés, a été mesurée par 16 essais sur pREdAebovins. Ces essais ont démontré qu’un
programme de vaccination correctement établi peaihed’augmenter les bénéfices des
producteurs bovins.

La durée minimale de protection a été évaluée ®ig.rdans de nombreux troupeaux,
des titres en anticorps ont persisté plus longtemps

Le vaccin a été testé sur plusieurs soucheB.duicroplus provenant de différentes
régions, et avec des résistances aux pesticidéables. Il a été montré qu'il n'y a pas de
corrélation entre la sensibilité des tiques auxciwecet I'origine géographique de la souche
ou son niveau de résistance aux acaricides.

D’autres propriétés du vaccin ont éte vérifiees.

Le vaccin peut étre conservé entre 2 et 8°C peralantoins 3 ans sans étre altéré.

Le vaccin est constitué d’'une protéine stérile aant purifiée dans un adjuvant
huileux. Il a été vérifié que la vaccination desines animaux n’entrainait pas d’effet
indésirable. L’absence d’effet négatif sur la rejuction lors de vaccination de génisses ou de
vaches gestantes a été confirmée. L'administrat®mplus de 20 fois la dose recommandée
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n'a pas eu de conséquence néfaste. On n'a pasvéldarteraction avec d’autres produits
utilisés en production animale, notamment avepésticides.

Il a été remarqué que des réactions au site dtinjegouvaient étre observees et
étaient dues a l'adjuvant huileux. Ces réactiormsent transitoires et n’affectaient pas la
croissance de I'animal, la carcasse de I'animalait'@as dévaluée non plus. Ces réactions
sont apparues chez moins de 1% des bovins vacdtireégste une corrélation positive entre
la taille de la réaction observée et le titre eticarps anti-Bm86. Le mode d’administration
recommandé est I'injection sous-cutanée dans le cou

2.1.3.4Etape 4

Le vaccin TickGARD® a été commercialisé en Austran 1994. Son usage a été
encouragé par de nombreuses organisations de peodsic notamment les groupements
laitiers. Son introduction a été accompagnée diuenise effort de formation pour s’assurer
gue les capacités et modes d’action du vaccin avvaté bien compris.

Tout traitement en vue du contréle des tiques ks pfficace s'il est employé de
maniere stratégique, pour éviter la constitutiodattes populations de tiques sur les patures.
Ceci est vrai pour l'usage des produits chimiqe¢gncore plus dans le cas de vaccins anti-
tiques.

En effet, le principal effet de ce vaccin est d#durge la capacité de reproduction des femelles
gorgées, et donc réduire la population de tiqueplisieurs générations. De plus, il faut un

certain délai aprés la vaccination pour générepignde production d’anticorps. Ces deux

raisons expliqguent combien la stratégie vaccinale essentielle. Pour les méme raisons,
I'introduction continue de tiques ou de bovins gtés dans un troupeau d’animaux vaccinés
est hautement indésirable.

Il a été montré sur le terrain que lorsque la vaation est faite de maniere appropriée
et les animaux protégés contre une ré infestatiotirtue, alors une longue et efficace période
de contrble des tiques peut étre obtenue.

En pratique, I'emploi du vaccin doit étre adapt& autres pratiques d’élevages. Il
n'est pas toujours possible de vacciner les animawxmoment le plus opportun. C’est
pourquoi il est recommandé que des animaux fortenméestés devant recevoir le vaccin
soient traités simultanément avec un acaricidei @@enaniére a maintenir la population de
tigues sous contrble jusqu’a ce que la vaccinagmih effective, tout en permettant un usage
réduit de produits chimiques (Willadsen et al.,3)99

Apres plusieurs années d’utilisation en Austrdke, producteurs ont adopté ce mode
de contrdle, qu’ils trouvent intéressant. Un sordagprés des producteurs, apres la premiere
saison d’utilisation, a indiqué un pourcentage ing@ d’acceptation du vaccin. Les
industries laitiere du Queensland ont méme mislacepun programme de lutte contre les
tiques, TickCON, associant la vaccination a un eskmgité des acaricides ( Bock et al.,
1995).

En 1996, une nouvelle version du vaccin est soatrec un produit amélioré grace a
des modifications de la formulation de I'adjuvasdyus le nom TickGARD Plus®. Ce produit
entraine des titres en anticorps 2 a 3 fois plegésl dans les troupeaux et a un effet plus fort
et plus durable sur le contrdle des tiques ( Janssal., 2000).

La publication des travaux des équipes austratiermpermis le développement et la

commercialisation d’'une version cubaine du vacciti-B. microplus dénommée Gavac®
(Fuente de la et al., 1999).
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2.1.3.5Et aprés ?...

Les chercheurs ont poursuivi leurs travaux pourliema leur produit.

Certains isolats de tiques se sont révélés réssstanla vaccination a l'aide de
I'antigéne Bm86. Un antigene, Bm95, a pu étre isoléné et le potentiel vaccinal de la
protéine recombinante produite a été testé. L’anggBm95 s’est révélé capable de protéger
les bovins contre les infestations par des is@assi bien sensibles que résistants a I'antigene
Bm86. Ces résultats suggerent que I'antigéne Bn@&rait étre plus universel, et donc
mieux adapté pour protéger le bétail contre difftee souches de tiquds microplus
(Garcia-Garcia et al., 2000).

D’autres antigenes ont été identifiés a partiBdenicropluset peuvent étre associés a
Bm86 pour augmenter ['efficacité du vaccin. C'estcdas de Bm91, une glycoprotéine de
86kDa, de point isoélectrique 4,8 & 5,2, localidéemaniéere prédominante dans les glandes
salivaires et le tube digestif @ microplus(Riding et al, 1994). Des expériences ont ensuite
permis de comparer I'efficacité vaccinale de Bm8&6l ®u combiné a Bm91, et les résultats
ont montré que l'addition de Bm91 permettait d’aegter la protection induite chez les
bovins (Willadsen et al., 1996).

Il est tentant d’étendre ce vaccin a d’autres sque

Comme nous l'avons vu, de nombreuses expériendesiamntré que I'immunisation
contre les parasites est possible. Mais les chershrencontrent des difficultés a purifier les
antigénes, et le colt des expériences menées suami@aux domestiques est important.
C’est pourquoi il serait intéressant de dévelopemouveaux vaccins non pas a partir de
nouvelles molécules mais par extension a partintjanes protecteurs connus dans d’autres
especes. Il s’agit alors d’identifier des antigepesvoquant des réactions immunologiques
croisées, des antigenes avec des fonctions honmesdaguencore des antigénes présentant des
séquences d’ADN ou d’acides aminés identiques.

Mais la encore, les équipes de recherches se heartkes problémes.

Les réactions croisées entre des antigenes somieimment rapportées, mais la
protection croisée est beaucoup moins fréquents. ractions croisées observées sont
probablement dues a des épitopes communs non featec )

Il faut connaitre la fonction biochimique des aatigs pour 2" approche, ce qui est
rarement le cas. A I'heure actuelle, la fonctiorBihe86 n’a pas été élucidée mais des travaux
sont en cours (Hamilton et al., 1991).

Il reste I'exploitation de séquences conservée® ergpeces. Dans le cas de Bm86, un
segment d’environ 450pb montre 85% d’homologieeBtrmicropluset R. appendiculatus
C’est sans doute un bon candidat, et des étudesfapgies doivent étre entreprises en ce
sens.

2.2. TRAVAUX D’IMMUNISATION MENES SUR LES
INSECTES

Un certain nombre d’essais d'immunisation ont é®nés sur différentes especes
d’'insectes. Dans ces tests, les antigénes utilisegté préparés a partir d’extraits d’'insectes
entiers ou d'organes (glandes salivaires, tubestlifge), aprés dissection et/ou macération.
La plupart des essais ont été réalisés sur desaarime laboratoire, parfois €loignés des
especes impliguées dans le systeme héte - panasiteel.

Les immunisations conférent dans la plupart desinagprotection comprise entre 0 et
50%. Cela se traduit par une augmentation de ldatitérou une diminution des capacités de
reproduction.
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Plusieurs arguments peuvent expliquer ces résuttaimdres par rapport a ceux
obtenus chez les tiques.

Il a été supposé dans un premier temps que cesotlatifs étaient dus a la nature
du parasitisme des insectes, les contacts intemstt réduisant les possibilités
d'immunisation des hétes.

Une autre théorie a ensuite été proposée. Cheaadestes, la digestion a lieu dans la
lumiére du tube digestif, alors qu’elle est inttadaire chez les tiques. De plus, les enzymes
digestives secrétées sont soit neutres, soit aadlds pH intestinal doit probablement étre a
I'origine d’une partie de la destruction des aniso Enfin, la membrane péritrophique des
insectes préserve les cellules de I'épithélium sti§eu contact direct avec le contenu du tube
digestif. Ces différences de physiologie de la stiga laissent croire que chez les Insectes,
les antigenes vaccinaux entrent moins facilementariact avec I'organisme de I'héte et
donc induisent moins facilement une réponse imrausit

2.2.1.Essais d'immunisation contre les moustiques

C’est sur les moustiques que le plus d’expériermds été tentées. Les résultats
obtenus sont variables, les effets concernent laoinortalité soit les performances de
reproduction, et les niveaux de protection indonéssont pas aussi importants qu’on aurait pu
I'espérer.

Des homogénats Ahopheles quadrimaculatusnt été administrés par voie sous-
cutanée a des lapins. Deux fractions antigéniquasété distinguées. L’antigéne | est
constitué d’'un homogénat de femelles entiéres destitues. L'antigéne Il correspond lui a
un extrait du premier antigeéne obtenu apres unie s congélations - décongélations et
filtrage. Les lapins ont ensuite été soumis a dedlenges parasitaires de 5 minutes. Les
moustiques ont été tués aprés avoir été récuparéles hotes, et observés au microscope
(Dubin et al., 1948). Il n'a malheureusement pas féit d’évaluation de la viabilité post-
gorgement, pas plus que de la fécondité. On pewtgpague l'influence des anticorps anti-
moustiques est sans doute négligeable apres satlgoaques minutes de repas sanguin.

Une expérience menée par Alger et Cabrera (1972freagqu’une certaine immunité
anti-moustique peut étre induite. Des lapins ost igBtmunisés avec des broyats de tissus
d’Anopheles stephensiTrois fractions antigéniques ont été utiliséd§ : surnageant de
moustiques entiers broyés et centrifugés ; (ii)lgbetle moustiques entiers broyés et
centrifugés ; (iii) intestins de moustiques homaggés. Ces trois fractions ont été préparées a
partir de femelles de moustiques de 7 a 10j, nesirsur dextrose. Aprés infestation
expérimentale, il a été constaté que le taux deatitérdes moustiques nourris sur les lapins
immunisés avec l'antigene (iii) a été significativent augmenté par rapport aux autres
groupes (contrdle, i et ii).

Une immunisation de lapins et de cobayes a étédemtec un homogénat dedes
aegyptinourris sur sucre. Des challenges parasitaires Avaegypti et Culex tarsalisnt
ensuite été effectués. Les observations faitesesuanimaux immunisés sont les suivantes :
abreuvement, alimentation, miction et défécatioh @® interrompus dans les 48h qui ont
suivi la premiéere injection, et le sont restés @end a 10j. Les lapins ont guéri, 1 cobaye est
mort avant le challenge parasitaire, €%aprés. Les animaux du lot contréle n’ont pas été
affectés. L'influence de ces réactions sur lestgst ont suivi n'a pas été déterminée.

La fécondité deA. aegyptia été réduite de 24% pour les lots nourris suaygeb et de 31%
pour ceux gorgés sur des lapins. La mortalité am§té affectée.
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Deux lapins ont subi un rappel vaccinal et onts&témis a une nouvelle infestation
expérimentale. La production d’ceufs des moustiquesris sur ces animaux a été réduite.

La réponse anti-moustique n’était plus évidentgdl@s plus tard. La fécondité des
moustiques nourris sur les lapins immunisés étaitleure que celle des lots contrdles. Cette
absence de réponse a été attribuée a une baissitrdesen anticorps anti-moustiques,
descendant sous leur seuil d’efficacité.

Aucune immunité croisée n'a été obtenue : la féitéret la viabilité deC. tarsalis
n’'ont pas été affectées par les anticorps Aatles aegypfiSutherland et Ewen, 1974).

Des immunogenes de moustiques ont induit une ptmoucd’anticorps anti-
moustiques, réduisant la fécondité et la viabilies lots dA. aegyptinourris sur les lapins
vaccinés. Des moustiques ont été nourris penddnadnt d’'étre disséqués pour fabriquer 3
fractions antigéniques. Les organes utilisés spour I'antigene(i), la téte et le thorax ; pour
I'antigene (ii), les intestins ; et pour I'antige(ig), le reste de I'abdomen. Les lapins ont été
immunisés par 8 injections a 3 ou 4 semaines diiatke. Les anticorps anti-moustiques des
sérums ont été détectés par immunodiffusion 10sj@prés la %' immunisation. Il est
probable qu'une méthode plus sensible aurait pemmésdétection plus rapide.

La fécondité a été réduite chez les moustiquesrisosur un des lapins immunisés
avec (i), 2 lapins immunisés avec (ii) et 1 lapimmunisé avec (iii). Aucune différence de
mortalité n'a été observée entre les lots immureséss lots contrdles.

Une technique d'immunofluorescence a permis ddissades anticorps ou fragments
d’anticorps associés aux oocytes, chez les mowstiquurris sur les lapins immunisés
(Ramasamy et al., 1988).

La méme équipe a réalisé un autre essai sur dduesaespeces de moustiques. Les
mémes organes que dans I'expérience précédentet@préleves suhnopheles tessellatus
pour constituer trois fractions antigéniques siitéla Quatre injections intramusculaires a 3
ou 4 semaines d’intervalle ont permis le dévelopg@nde titres en anticorps élevés chez des
lapins.

Les résultats n'ont pas montré de difféerence sSigaiive de mortalité entre les
différents lots 48h aprés repas de sang. Les cherstont ensuite noté une augmentation de
la mortalité deC. quinquefasciatugour les lots nourris sur des animaux immuniséx d&s
fractions (i) et (ii).

La production d’ceufs dA. tessellatus été significativement réduite apres exposition
aux anticorps anti-moustiques. Des baisses de d@&éode 15% pour (i), 20% pour (ii) et
23% pour (iii), ont été constatées apres ingestiensang contenant des anticorps dirigés
contre les antigenes de moustiques (Ramasamy¥i31).

Des équipes de chercheurs se sont consacréefluehice des anticorps dirigés contre
le tractus digestif de moustiques sur le dévelogp#nmd’agents pathogenes dans le
moustique.

Des anticorps anti-homogénat d’intestins Ale. stephensont été testés pour leur
capacité a altérer le développement Rlasmodium bergheilorsque les anticorps et les
parasites sont ingérés au cours du méme repasnde lsa taux d’infestation et le nombre
d’'oocytes deP. bergheiont été significativement réduits chez les moustignourris sur les
animaux immunisés. Le taux d’infestation des glandalivaires est de 42,9% sur les lots
contréles, entre J17 et J21 post infestation. Banehe, aucun sporozoite n'a été détecté
jusqu’a J29 dans les glandes salivaires de mowestigyant ingéré des anticorps anti-intestins
de moustiques (Lal et al., 1994).

Des anticorps anti-moustiques ont réduit le taurfestation deAn. farautipar les
stades oocytes d@. berghei(Ramasamy et Ramasamy, 1990). De plus, les apsicamti-
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intestins de moustiques ont réduit la sensibiléédaegyptiaux arboviroses( Ramasamy et
Ramasamy, 1990).

Plus récemment, des travaux menés par Lal (200tLxanfirmé cette tendance. Le
principe de I'étude était d’'immuniser les animawe@des antigenes intestinaux auxquels les
parasites sont exposés lors du développement spugqug dans I'organisme de l'insecte.
Des lysats de tube digestif de gambiaeont été inoculés et ont entrainé la production
d’anticorps anti-intestin de moustique. Ces anfisoont bloqué le développement Be
falciparumet deP. vivaxdans 5 especes difféerentes d’anopheles vectregmllidisme, en
réduisant considérablement la production d’oocgtede sporozoites. Par ailleurs, le taux de
ponte et la durée moyenne de survie des moustigmesété diminués de maniéere
significative.

L’intérét d’'une telle immunisation est double puisle permet a la fois de réduire la
compétence vectorielle et 'abondance du parasitéeur de maladie.

Les immunogenes spécifiques et les modes d’acpandesquels les anticorps anti-
intestins de moustiques entravent le développemestpathogenes n'ont pas été identifiés.
Cependant, ces résultats sont intéressants dedéomsiorsque I'on envisage la lutte contre
les arthropodes vecteurs de maladies. Un vaccigédiuniquement contre le vecteur ou un
composant anti-vecteur introduit dans un vaccingéircontre un ou plusieurs pathogénes
transmis par un arthropode donné, représente uneshe approche du contréle des maladies
transmises par arthropodes.

2.2.2.Essais d'immunisation contre les agents de myiases

Gingrich (1982) a montré que les bovins acquieter résistance lors d’infestations
par Hypoderma sppCette résistance n’est pas corrélée aux anti@rpsnouches, mais elle
I'est & 'immunité a médiation cellulaire.

Plusieurs protéines purifiées Hgpoderma lineatunont été testées pour leur capacité
a induire une production d’anticorps et a protdgsibovins contre l'infestation par les larves.
L’Hypodermine A, purifiée a partir de larves L1 ldemouche, a induit le meilleur niveau de
protection. Cette molécule est un bon candidatimatcinduisant des réponses humorale et
cellulaire efficaces, et semblant maintenir desaux de résistance supérieurs pendant plus
d’'un an (Pruett et al., 1987).

Plusieurs enzymes secrétées par les larves dadatlim, dont 'hypodermine A, ont
été séquencées et clonées. Il a également été énqur 'hypodermine A est une sérine
protéase jouant un réle immunosuppresseur lordedlation larvaire (Moiré et al., 1994).
Tres récemment, une hypodermine recombinante prétiiite, ouvrant la voie a l'usage de
ces molécules comme immunogénes vaccinaux (Khazstaalj, 2003).

Plusieurs équipes ont travaillé suucilia cupring espérant développer un vaccin
contre cet important agent de myiase des ovins.

Le principe exploité dans ces travaux était quesimmunoglobulines ne pouvaient
pas passer la membrane péritrophique, il falldlisat les protéines de cette derniere comme
cibles d’'une réponse immunitaire protectrice.

Une série de protéines ont été isolées a partia daembrane péritrophique et ont
induit une protection. Entre autres, les péritrapki48 et 44 ont été étudiées précisément, en
vue d’essais vaccinaux. Ces antigenes auraienblardans la maintenance de la structure de
la membrane péritrophique, ainsi que dans son degrporosité. Leur fonction semblant
importante dans la physiologie des larves ldecupring les péritrophines pourraient
constituer des cibles vaccinales intéressantes(Elval., 1996).

Des travaux publiés en 1997 ont conclu que dessoverccinés a l'aide d'une
péritrophine ont produit des anticorps. Ces desnogrt inhibé la croissance des larves L1 de

30



L. cupring aussi bienn vitro qu’ in vivo (Casu et al., 1997). D’autres essais vaccinaux ont
montré que I'immunisation des ovins par voie ingrawique permettait d’obtenir de plus
grandes concentrations en anticorps dans la peaone une meilleure protection contre les
larves de la mouche (Colditz et al., 2002)

Plus récemment (Tellam et al., 2003), une autréépre, la péritrophine 55, a été
isolée et purifiee a partir de la membrane péritigpe de larves de. cuprina Cet antigene
injecté a des ovins a induit une réponse immueitaithibant la croissance larvaire de 51 a
66% chez les larves nourries sur les sérums desaarivaccinés. L'étude des propriétés de
la péritrophine 55, et son séquencage, sont enscair permettront éventuellement la
production d’une protéine recombinante.

Dans ces différentes expériences, I'effet de |laivation est anticorps-dépendante. Il
semble que la fixation des anticorps sur les anégale la membrane péritrophique forme
une couche épaisse, amorphe et a peu prés impdem€ala génerait I'excrétion d’enzymes
protéolytiques et I'absorption des produits deifgestion. L'effet résultant est un relatif état
d’inanition, qui se traduit par un taux de croissatres réduit chez les larves nourries sur
animaux vaccinés. L'effet de la vaccination est ade résultat d’'un compromis entre
I'inhibition de la croissance due a la réponse imajuet les effets neutralisants de la
production continue de membrane péritrophique etaddégradation des anticorps par les
protéinases secrétées (East et Eisemann, 1993). (itar cela, et en raison de I'absence de
progres en matiére de production de protéine regmante, qu’un vaccin efficace ne peut étre
envisagé a I'’heure actuelle.

2.2.3.Essais d'immunisation contre les poux

Des souris des souches Cox/Swiss et C3H/HeSN guisaane résistanceRolyplax
serrataau bout de 50j d’infestation. La charge parastiirs d’une seconde infestation a été
réduite de 78% et 98%, pour C3H/HeSN et Cox/Swesgpectivement.

La résistance murine a I'infestation arserrataa ensuite été induite par vaccination.
Les souris ont subi des injections sous-cutanéesmiinogénes de poux, a la base de la
queue, pendant 6 jours. Les deux groupes contrileegu soit de I'albumine bovine, soit du
PBS.

Le rapport charge parasitaire/ poids de I'h6te & réduit de 62% chez les souris
vaccinées avec I'immunogéne de poux. La faible cdn de charge parasitaire dans le
groupe vacciné avec I'albumine bovine est non §ative. Les souris non immunisées ont
exprimé leur résistance acquise en diminuant de %% charge parasitaire lors d’'une
seconde infestation(Ratzlaff et Wikel, 1990).

2.2.4.Essais d'immunisation contre les puces

Les puces sont d’'importants vecteurs de maladidseues piglres provoquent des
réactions d’hypersensibilité cutanée, c’est pourgear contrble immunologique serait
intéressant.

Cherney et al. (1939) rapportent que des persovexsnées avec préparation a base
de puces entiéres ont été protégées contre lesepidé puces.

Des immunogénes préparés a partir d’'intestin€tdaocephalides felis felégsjeun ont
éte utilisés pour vacciner des chats par voie satmiée. Les chats vaccinés ont produit des
anticorps anti-puces. Cependant, les résultatetie expérience sont négatifs puisque aucune
différence de charge parasitaire ou de fécondit pleees n'a été observée entre les lots
vaccinés et les témoins, suite aux six infestatiexggérimentales effectuées(Opdebeeck et
Slacek, 1993).

31



2.2.5.Essais d'immunisation contre les mouches pigueuses

Des travaux ont été réalisés sur des especes mmpestsur le plan économique et
sanitaire chez le bétail. Malheureusement, les Itedsu obtenus n'ont pas été tres
convaincants.

Des lapins ont été immunisés avec différents tisgtomoxys calcitranéSchlein et
Lewis, 1976). Les 4 fractions antigéniques onto&tienues par isolement et homogénéisation
de (i) la cuticule et les cellules de I'hypodermithérentes, (ii) les muscles thoraciques, (iii)
les tissus de I'abdomen et (iv) les bourgeons des.d.es lapins ont recu 2 injections sous-
cutanées a une semaine d'intervalle.

Apres challenge parasitaire, il a été constatdajuneortalité était augmentée dans tous
les lots de mouches nourris sur les groupes imraanlsa mortalité la plus forte est associée
aux animaux immunisés avec I'extrait de musclesattiques.

Des paralysies des membres ou des ailes, aingdepidifficultés a se nourrir ont été
observées. Cet effet a été plus particulieremantargué sur les mouches nourries sur les
lapins immunisés avec I'antigene (iv).

Des mouches de I'espeGdossina morsitansnt été nourries sur des lapins immunisés
avec les fractions antigéniques 8®moxys calcitrandécrites ci-dessus (Schlein et Lewis,
1976). La mortalité s’est trouvée augmentée poarn®uches nourries sur les animaux
immunisés avec (i) et (iv). Il est a noter que titagénat de bourgeons ailiers était
majoritairement constitué de cuticule et de cefliigpodermiques.

Les anticorps ingérés lors du repas de sang ordrappnent profondément perturbé
certains processus physiologiques des mouches.

Des travaux ont permis de conclure que les immugines des sérums franchissent
la barriére digestive d8arcophaga falculat@t de certaines especes de moustiques, gagnant
I’'hnémolymphe d’'ou elles peuvent rejoindre et aféecteurs tissus cibles. Ceci a permis
d’envisager d’employer des tissus internes comnesivaccinales(Schlein et al., 1975,
Vaughan et Azad, 1988).

Otieno, Vundla et Mongi (1984) ont travaillé sursdaouches de I'especglossina
morsitans morsitangQuatre lapins ont été immunisés avec des extraits de protéases du
tube digestif de tsé-tse.

Les lots de mouches nourris sur les animaux vascot affiché une activité
trypsine/protéase VI diminuée. Des problemes deedlign du repas de sang ont été
remarqués chez certaines mouches nourries surap@sslimmunisés : 6% des mouches
n'arrivaient pas a vider leur jabot aussi facileingue les controles, et 7,8% sont restées
jusqu'a 11j avec leur repas de sang non digéré.ré&mnche, il n'a pas été noté
d’augmentation de la mortalité.

Kaaya et Alemu ont réalisé deux series d’expérierste des mouches tsé-tsé de la
méme espeéce.

En 1982, ils ont décrit une baisse de féconditinetaugmentation de la mortalité des
pupes, chez deG&lossina morsitans morsitammaintenues sur des lapins immunisés avec
différents antigénes de tsé-tse.

En 1984, ils ont immunisé des lapins avec de lpsine de tsé-tsé ou bovine. lls ont
constaté une augmentation significative de la rnlitétehez lesGlossina morsitans morsitans
nourries pendant 45j sur les lapins vaccinés.

La baisse significative de la fécondité chez lesuches nourries sur les animaux
immunisés avec trypsine bovine n'a pas été retwens les lots nourris sur les lapins
vaccinés avec la trypsine de tsé-tsé, peut-étreaeson de la difference de quantités
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d’antigénes injectées. Le poids des pupes des rasuaburries sur les lapins immunisés avec
la trypsine de tsé-tsé ou bovine a été signifiemignt diminué. Une technique
d'immunodiffusion a mis en évidence des réactianssées entre ces deux trypsines.

Des lapins ont été immunisés a partir d’élémenttutie digestif d€slossina fuscipes
fuscipes(Desquesnes, 1990). Deux fractions antigéniquagnaes a partir d’'intestins ou de
jabots homogénéisés de la glossine, ont été etdisé

Le seul effet constaté a été une augmentationsstp@ment significative de la
mortalité hebdomadaire. L'immunisation des lapiria pas eu de conséquences sur les
performances de reproduction des mouches.

Une étude a également été menée sur les tabamdsguesnes, 1997). Des broyats
d’intestins moyens de taons a jeum. (occidentalis dorsovittatus, T. importunus, T.
olivaceiventri3 ont été utilisés pour immuniser des bovins. Denigre paradoxale, les
résultats ont montré que I'immunisation a provogné augmentation de la durée moyenne
de survie des femelles gorgées. L’hypothése exatijeet effet est que l'immunisation
entrainerait un retard de digestion, permettant tmons de disposer plus longtemps de

nutriments, et donc allongerait leur durée moyeassurvie.

Ces résultats mitigés laissent peu d’espoir d'wite lvaccinale contre les mouches
piqueuses.

Les différentes expériences évoquées montrent fien jusqu’ici, les tentatives
d'immunisations contre les insectes ont eu assazdpesucces. Lorsqu’une immunité a pu
étre conférée, ses effets sont souvent insuffigaous pouvoir envisager une lutte vaccinale.

Si les recherches sur le sujet ne doivent pasaéaadonnées, de nouvelles approches doivent
étre élaborees.

Des recherches prenant en compte I'expressiorréiiffi€lle de protéines au cours du
repas de sang pourraient peut-étre permettre difeb#rdes candidats vaccinaux.

Il est par ailleurs nécessaire de mieux compretaregponse immunitaire de I'hote lors
d’infestation. Les antigenes induisant une forfgrése en anticorps ne sont pas forcément de
bons candidats, et certaines des expériencegdhiste probleme. En revanche, les anticorps
produits au cours d’'une réponse immunitaire proaogune nette diminution de l'infestation
sont les témoins de la présence d’'un antigenet®pébentiel vaccinal. En effet, cet antigéne
est présenté au systéme immunitaire et induit @pense de I'organisme efficace.

2.3. TRAVAUX D'IMMUNISATION MENES SUR
HAEMONCHUS CONTORTUS

Les recherches menées s$taemonchus contortusont basées sur le méme principe
qgue les essais d'immunisation effectués sur ldg@rbdes, c’est pourquoi nous allons les
evoquer ici.

En 1987, Munn et al. ont réalisé des essais d’imsation avec une protéine de la
surface des cellules du tube digestiHdémonchus contortusappelée contortine. La
protection induite chez les ovins vaccinés a pedriséduire de 78% la charge parasitaire et
la production d’ceufs de nématodes.
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En 1993, Munn et al. ont utilisé d’'autres immunaggeri’extrait préparé a été obtenu
a partir de nématodes adultes et enrichi en p®téiil et en autres protéines de la membrane
intestinale, mais exempt de contortine.

Son potentiel vaccinal a été évalué sur deux traupel’ovins. Les injections ont été
suivies par une infestation expérimentale avec @5Q0ves infestantes. Dans un des
troupeaux, le poids de vers retrouvés sur les ammaccinés a été reduit de 89%, et dans
l'autre troupeau il a été diminué de 72%. Dansdeax cas, la réduction du nombre de
femelles (92 et 72% respectivement) est plus inapbet que celle des males (86,5 et 46%).
L’hypothése avancée pour expliquer ce fait est lggefemelles ingerent une plus grande
quantité de sang et donc d’anticorps. La quant@@ués pondus, évaluée seulement dans un
des troupeaux, a été réduite de 92%.

La protection s’est révélée corrélée au titre eticarps. La plupart de ces anticorps
étaient dirigés contre la protéine H1l. Il en a d&duit que l'effet protecteur était
principalement da a cet antigene.

Les niveaux de protection obtenus avec H11 onm&idleurs que ceux obtenus avec
la contortine. Que ce soit avec I'un ou l'autrecés antigenes, la réduction du nombre d’ceufs
pondus est suffisante pour réduire significativeni@icontamination des patures.

Dans chaque troupeau, des variations individueleta réponse a l'infestation, et de
niveau d'immunité induit par vaccination ont étést@tés.

D’autres travaux menés la méme année sur H11 omigpe approfondir ces premiers
essais ( Munn et al., 1993 ; Smith et al., 1993).

Ces travaux ont montré qu’une protection efficacevait étre induite chez de jeunes
animaux. C’est un constat intéressant car 'imn&uadquise au cours d’infestations naturelles
est longue a s’établir et une telle vaccinationrpatipermettre de protéger les agneaux en
attendant que leur immunité acquise se mette @epla

De plus, une certaine immunité peut étre transihésebrebis vaccinées aux agneaux,
grace aux anticorps présents dans le colostrunin Eigs femelles gestantes immunisées ont
subi un challenge parasitaire alors qu’elles étaearétat d'immunodépression physiologique.
Leur excrétion fécale en ceufsHd’ contortusa été réduite de 98%, témoignant d’'un fort
niveau de protection (Andrews et al., 1995)

Une expérience de transfert de sérum et une tashrdgmmunohistochimie ont mis
en évidence le mécanisme effecteur de H11. Lesaps du sérum se fixent sur la bordure
en brosse des cellules du tube digestif, mais aul@gion de la membrane intestinale n’'a été
observée. Il semble que 'accumulation des antgaffecte le métabolisme digestif des vers,
provoquant une réduction de la ponte. Cette hygethést appuyée par le fait que la
protection est étroitement corrélée aux titresrgicarps ( Smith, 1993).

Par ailleurs, les animaux ayant acquis une immumitéours d’infestations naturelles
ne possedent pas d’anticorps dirigés contre lefipes de la membrane intestinale, ce qui
prouve que ces dernieres n’entrent normalementepasontact avec I'hote. H11, et la
contortine, sont des antigénes cachés (Smith, 1993)

Des essais suivants ont permis d’identifier ungame intéressant, appelé complexe
H-gal-GP et distinguable des précédentes moléddéggifiées. Aprés immunisation d’ovins,

il permet une réduction de la charge parasitaire/28 et du nombre moyen d’ceufs par
gramme de féceés de plus de 93% (Smith et al., 1994)

La surface intestinale des vers récupérés surniesaax immunisés était recouverte
d'immunoglobulines ovines, suggérant qu’ici aussifét protecteur soit lié aux anticorps
interférant avec les fonctions intestinales. Leslémdes du complexe responsables de
I'induction de la protection n’ont pas été idert#s.
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D’autres molécules, induisant des niveaux variabdkegprotection, ont été identifiées
(Jasmer et al., 1993, Newton et Munn, 1999, Knd®meith, 2001). Cependant H11 reste a ce
jour I'antigéne conférant la meilleure immunité animaux vaccinés.

Une nouvelle étape vers la mise au point d’un vaccmmercial a été I'étude de
I'efficacité d’un vaccin expérimental en milieu negl (Smith et al., 2001).

Un essai de 11 mois a été conduit en Afrique du, Suddes patures naturellement
infestées paH. contortus La mise en culture des populations larvaire atnéogue plus de
97% de la contamination des patures était ddecntortus

Seize ovins ont été immunisés avec un vaccin exeétal enrichi en H11 et H-gal-
GP. Sur 2 parcelles adjacentes, 2 lots constitadsahimaux vaccinés et de 8 témoins ont été
suivis. Le comptage du nombre d’ceufs de vers costeans les féces et 'hématocrite ont
permis d’estimer leur niveau d’infestation parcontortus

Les résultats montrent une bonne protection cdifestation en milieu naturel : la
population parasitaire a été réduite jusqu’a 82%laegravité des signes cliniques a été
moindre chez les animaux immunisés (hématocritas plevés, pas d’haemonchose aigué
potentiellement fatale).

Cependant, de nombreux défauts empéchent enconeishiger un développement
commercial. De nombreuses injections (J7, J27e§9%2) sont nécessaires pour obtenir une
protection, et 'immunité conférée est de courte2du(7 mois environ). Ceci écarte le vaccin
d'un usage a grande échelle, du fait des nombremsaspulations nécessaires et du colt
important des injections répétées.

Un autre obstacle au développement d’'un vaccinaebiheure actuelle, I'absence de
systémes d’expression de protéines recombinantieacs. Les protéines H11 et H-gal-GP
produites pakE.coli se sont avérées beaucoup moins protectrices. ehséon recombinante
de H11 a été obtenue grace a un systéme baculofdeusos jours, des travaux sont menés
sur un nématode libr&Caenorhabditis elegand.’insertion du gene codant pour H-gal-GP
devrait permettre de produire une protéine trestprale la protéine native (Redmond et al.,
2001). La culture de ces vers étant aisée, celagibétre une bonne méthode pour obtenir
I'antigeéne vaccinal en grandes quantités, en vurelcommercialisation.

Les résultats obtenus laissent penser qu’en I'é&nploi d’'un tel vaccin seul est
insuffisant pour protéger efficacement des troupedependant, il peut étre intéressant
d’envisager son emploi a certaines période de &etesibilité (jeunes, avant que I'immunité
naturelle soit acquise, femelles gestantes phygigpl@ment immunodéprimeées...).

Du fait du faible marché que représente la luttetredd. contortus il est souhaitable
d’étendre la protection vaccinale a d’autres espdeaenématodes affectant le bétail.
Des essais d'immunisation a partir d’homologuesHdd, H-gal-GP et un autre antigéne
protecteur ont été suivis par des challenges pan&s avecOstertagia ostertagiet
Teladorsagia circumcinta_es résultats ont été positifs, mais le niveaprd¢ection induit est
inférieur a celui obtenu contke.contortus(Smith et al, 2000, Knox et al., 2001).

35



3. CONCLUSION

La revue faite sur les travaux d’immunisation mergue le principe d’'un vaccin anti-
parasite a intéressé de nombreuses équipes dehetesctravaillant sur divers systemes
hotes—parasites.

A I'heure actuelle, I'état d’avancement de cesétéhts travaux de recherche est trés
variable. Certains ont déja permis de commercialigs vaccins anti-tiques. D’autres ont
abouti a l'identification d’antigenes protecteursis il reste encore a trouver des moyens de
production de protéines recombinantes, a testéfickeité du vaccin sur le systeme hote-
parasite naturel, ou encore a veérifier le potentgadcinal en conditions naturelles. Enfin, les
travaux menées sur certains parasites n'ont pasrengermis d’identifier d’antigene
protecteurs.

Parmi tous ces essais d’'immunisation, les résukatplus décevants concernent les
insectes. Plusieurs expériences permettent de pgonise immunisation des mammiferes
contre les insectes parasites est possible, maiglors des travaux meneés sur les agents de
myiase, aucun immunogéne majeur n'a pu étre mévetence.

L’'analyse des travaux menés sur les mouches pigaeomntre que les résultats
obtenus sont trés nuancés. Si des niveaux de pooteant été obtenus, ils s’averent trés
variables d’une expérience a une autre, mais allgsi animal a un autre. De plus, les
antigenes utilisés n'ont pas été purifiés, il ssagit de simples extraits de mouches ou de
larves.

Ces problemes concernent entre autres la rechéfahevaccin anti-glossines et la
lutte contre la trypanosomose animale africaine.

L’essentiel des travaux menés sur ces insecteatiise des animaux de laboratoire.
Ces animaux ne sont pas ceux normalement implidaés le systeme héte—parasite, et il est
possible que les réactions immunitaires mises emg soient pas les mémes. Les échecs
relatifs constatés jusqu’ici pourraient étre expdig en partie de cette maniére.

Afin d’explorer cette hypothese, un essai basélesisysteme bovin—glossine a été
envisagé. La méme source d’'antigene est utilisé&avair des extraits de tubes digestifs de
glossines. L’'obtention de résultats positifs cotg@it ’hypothése avancée et signifierait que
des efforts sont a poursuivre dans cette voie mntifier un ou des antigénes vaccinaux. En
revanche, si les extraits utilisés sur les boviasaient pas d’effet délétere majeur, il serait
délicat de conclure. Peut-étre la source d’antigéitisée dans les différentes expériences ne
convient-elle pas, ou peut-étre cette stratégieimate n'est pas applicable a la lutte contre
les glossines.

L’'essai présenté dans la partie expérimentale é@gptette idée de systeme hobte—
parasite naturel. Nous allons maintenant le détaill
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PARTIE
EXPERIMENTALE
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1. MATERIELS ET METHODES

1.1. OBJECTIFS

Cette expérience a pour but d’évaluer la possthiitmmunisation contre les glossines, a
partir d’'antigénes cachés.

Le systeme hdte — parasite étudié est le systemamtusel », autrement dit Bovin —
Glossine. Les antigénes vaccinaux sont ici degaméis du tube digestif des glossines,
inoculés par voie intra-musculaire. L'efficacitécemale est estimé grace au suivi de la
mortalité et des performances de reproduction ttede glossines nourries sur les bovins
immunisés.

1.2. MOUCHES

L’élevage deGlossina palpalis gambiensest réalisé en insectarium climatisé a 26°C
et 70 a 80% d’humidité relative. Les détails déeMage des glossines ont été décrits par Itard
et Bauer (1984).

Des I'éclosion, des lots de 110 femelles sont tépdans des cages en moustiquaire
de 20x40x5cm. Apres leur premier repas, ces femslbat triees : les morts et les individus
non gorges sont élimineés, et le nombre de femplegage est ramené a 100.

Des males, environ 70 par lot de femelles, somodhlits dans les cages at'Sjour,
pour réaliser I'accouplement.

Photo 1 cage contenant un lot de glossines.

Les cages sont identifiées avec le numéro bswitequel les mouches
sont nourries, le nom de la fraction avec laquellgovin a été vacciné et le
numéro du challenge (CIRDES, 2003).
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Tous les 1 a 2 jours, les cages sont fixées sulaess des bovins de I'expérience. Ce
dispositif permet aux mouches d’effectuer leur segh@ sang, pendant 10 a 20 minutes.

Photo 2 Repas de sang des mouches

ir

2c¢) Un tissu noir recouvre la cage afin de favoriseorgement des
mouches (CIRDES, 2003).
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En dehors des repas, les cages sont maintenues le&nsonditions optimales
précédemment décrites, sur des pondoirs. Ce sygtemeet de récupérer la production de
pupes de chaque lot de mouches.

Photo 3 cage sur pondoir.

[ R~ — ‘ :
Chaque cage est disposée sur un pondoir identifiéd@ du méme numéro
de lot. Les cages sont maintenues a 26°C et 70@d3umidité relative .
Les pupes tombent dans le tiroir du pondoir (CIRDE®3).

Photo 4 récolte de la production quotidienne de pupes.

4b) Les boites de Pétri sont identifiées a I'aidenxdméro de lot de
glossines.
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La mortalité et les performances de reproduction earegistrées quotidiennement.

Photo 5 enregistrement quotidien de la mortalité

Chaque jour, les glossines mortes sont retiréesafgss. La mortalité des
femelles est enregistrée.

Photo 6 pesée des pupes.

Le nombre quotidien de pupes pondues par lot esptth Une pesée de la
production permet ensuite d’établir le poids mogles pupes pour chaque
lot de glossines

1.3. BOVINS

Des bovins de races croisées, agés d’environ 1 dene a 2 ans, ont été utilisés pour
cette expérience d'immunisation. Ces animaux sleweé sous moustiquaires.

Les 19 bovins choisis ont été traités aux trypatexiavant le début de I'expérience.
Des contrbles sérologiques et un suivi sanitaiteébd effectués, et les animaux n’ont subi
aucun traitement chimique pendant toute la durd&xeérimentation.

Le suivi de la mortalité et des performances deodyrction des glossines sur une
génération a permis de sélectionner 14 bovins laopinase de vaccination.

Ces bovins ont été divisés en 4 groupes (T, IJJJP) de 2 a 4 animaux, en fonction
de la fraction antigénique qui leur a été inoculée.
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1.4. VACCINS

1.4.1.Dissection des glossines :

La préparation des antigenes est faite a partir de
e 2000 intestins moyens delossina palpalis gambiensignérales, agées de 2 jours et a
jeun
* 1400 intestins moyens d&ossina palpalis gambiensssjours apres leur premier repas de
sang
e 6000 jabots issus des deux lots précédents (34@B06 jabots a jeun supplémentaires.

Apres dissection, les organes sont récoltés datisjaide physiologique, et, en fin de
séance, transférés dans un nouveau milieu contanartcktail d’antienzymes, a raison de :
* 50 intestins a jeun par ml (au final 40ml a envit@&5 mg/ml)

» 50 intestins post-prandiaux par ml (au final 28anenviron 19,3 mg/ml)
e 200 jabots par ml (au final 30 ml a environ 9 miy/m

Les trois fractions sont libellées 1J (intestingean), IP (intestins post-prandiaux) et

JJP (jabots a jeun et post-prandiaux), puis coeget80°C.

1.4.2.Préparation des antigenes :

Les 3 fractions sont décongelées au bain-marie °€ 2% étendues aux volumes
suivants :
e 40 mld'lJ + 20 ml d’eau = 60 ml a environ 9 mg/ml
e 28 mldIP + 37 ml d’eau = 60 ml a environ 9 mg/ml
e 30 ml de JJP a environ 9 mg/ml (non étendu).

Chaque fraction est traitée de la maniere suivante
» Placée dans des seringues de 20ml pour broyageOppassages successifs entre deux
seringues
* Placée dans des cryotubes pour subir 5 cycles dgétaiion-décongélation en azote
liquide et bain-marie a 25°C
» Exposée a sonification 6 fois 1 minute sur glace
» Placée dans un potter pour broyage minutieux dges sur glace (prendre beaucoup de
précautions pour ne pas briser le potter ou pdiitdgene).

Un volume de 0,5 ml est prélevé de chaque fragiimur le dosage des protéines. Ce
dosage est réalisé avant puis apres centrifugdtepellet est séché et pesé. Apres dosage, le
volume prélevé est replacé dans la fraction imt@nt le volume est vérifié avant d’étendre
chaque fraction a la concentration sérique de 7ningbur les fractions IP et 1J, et a 3,5
mg/ml pour la fraction JJP.

Les fractions sont ensuite aliquotées en 12 alegide 5 ml ( le reliquat en aliquotes
de 2,5 ml) et congelées a —80°C jusqu’a I'inocalathux bovins. En principe on doit disposer
d’au moins 12 aliquotes d’'lJ et d’'IP pour immunigatde 4 bovins, et de 6 a 7 aliquotes de
JJP pour immunisation de 2 bovins.
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1.5. PROTOCOLE D’'IMMUNISATION

1.5.1.Challenge 0 des mouches, J0-J30

Cette phase a pour but de sélectionner les 14 §@aimmuniser.

Les 19 bovins sont utilisés pour cette épreuve. Z&rchaque bovin correspond un lot
de 100 femellesslossina palpalis gambiensislont le numéro est celui du bovin. Aprés le
deuxieme repas de sang, 50 males sont introduits dhaque lot de mouches pour
accouplement.

Les lots de mouches sont nourris sur les bovinsimonunisés tous les deux jours,
pendant 30 jours.

Pour chaque lot de mouche sont enregistres :
» Les mortalités journalieres et cumulées sur 30sjour
e Le cumul des pontes, le taux de ponte et le padgpdpes.

Les bovins dont les résultats, en terme de perfoceaes mouches, s’éloignent de la
moyenne sont sortis du protocole.

1.5.2.Immunisation des bovins, J35-J65

Les lots de bovins sont constitués ainsi :
* 4 bovins sont immunisés avec la fraction 1J
* 4 bovins le sont avec la fraction IP
* 4 bovins recoivent de I'eau physiologique additiéal’adjuvant
e 2 bovins sont immunisés avec la fraction JJP.

Chaque animal regoit trois injections :
* A J35, 5ml de fraction + 5 ml d’adjuvant completkteund en IM profonde
* A J55, 5 mlde fraction + 5 ml d’adjuvant incomptiet Freund en IM profonde
* A J65, 5ml de fraction + 5 ml d’adjuvant incomptiet Freund en IM profonde.

1.5.3.Challenges des mouches, J70-J125
1.5.3.1J70-J105

Le challenge 1 commence 5 jours apres la dermiggetion immunisante.
Les 14 lots de mouches sont dénommés comme sliit :IP1, JJP1, T1, suivi du
numéro de boucle du bovin.

1.5.3.2J90-J125

Le challenge 2 commence 3 semaines apres le délprechier challenge.
Les lots de mouches sont dénommés comme suit tA22,JJP2, T2, suivi du numéro
de boucle du bovin.

Pendant 5 semaines, les lots de mouches sont sitaus les 1 a 2 jours sur les bovins
immunisés

Lors des deux challenges successifs, la mortdlitéseperformances de reproduction
sont suivis pour chaque lot de mouche :
» Enregistrement quotidien de la mortalité et catbutaux de mortalité a J35
* Enregistrement du nombre et du poids des pupesjlahl taux de ponte.
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1.6. REALISATION DE SEROLOGIE ELISA

Une collecte de sérum est effectuée de maniéreohedhire, a partir du début du
protocole d'immunisation. Les sérums individuelatsensuite stockés a —80°C.

Des sérologies ELISA sont réalisées sur les sénmaisiduels des bovins, pour
chacune des différentes dates de préléevement.nsité®ptique mesurée en sérologie ELISA
est proportionnelle au taux d’anticorps contenusdarsérum.

Cette technigue permet ainsi de savoir si les figes des différentes fractions
antigéniques ont entrainé la production d’anticogpecifiques. La répétition de cette
manipulation pour les différentes dates de prél@rgrpermet d’obtenir, pour chaque bovin,
un profil de la production d’anticorps anti-fragtionmunisante.

Le protocole utilisé est le suivant :
« Dans une plaque a 96 puits, le plastigue des mstsrecouvert avec la fraction
antigénique (13, IP ou JJP)
* L’exces d’antigéne est lavé
* Les sérums individuels sont dilués et mis a incuberprésence d’anticorps spécifiques,
des complexes antigenes-anticorps se forment
» L’exces d'anticorps est lavé
» Un ligand est mis a incuber. Il s’agit d’'une immgtabuline anti-anticorps bovin, couplé
a une enzyme de type peroxydase
* L’exces de ligand est lavé
* Le substrat de I'enzyme est mis en présence de dethiere
» La réaction entre I'enzyme et son substrat perrioéttenir une coloration, dont I'intensité
est une mesure du taux d’anticorps du sérum
» L’absorbance est mesureée, les résultats du dosafgequantité d’anticorps sont obtenus
en densité optique
» Les résultats individuels sont enregistrés a difies dates et permettent de tracer un
graphique de la réponse en anticorps aux diffésendetions antigéniques.

1.7. METHODES STATISTIQUES D'EXPLOITATION DES
RESULTATS

Pour analyser les observations faites au courgitie expérience, les outils statistiques
employés sont le test de I'écart réduit et la camigan de moyennes.

1.7.1.Test de I'’écart réduit

Il permet de comparer deux pourcentages, et est akilis€ pour comparer les taux de
mortalité.
Sa formule est :

.= Pa-Pb
X/Pa*f}a 4 Pb*Qb
1, n,
Ou B, et B sont les pourcentages observés sur les échaatiljoet Ng.
Sie< 1,96, la différence n’est pas significative a 5%.

44



Si &> 1,96, la différence est significative, et le risquorrespondant & lu dans la table de
I'écart réduit, détermine le niveau de significatio

1.7.2.Test de Student

Dans le cas de petits effectifs inégaux, aux vagardifférentes, la comparaison entre

deux moyennem1 etm2 observées sur deux échantillan etn2 se fait grace a la formule
suivante :

0 = ml-m2

1
$21+ 822
nl n2
Ou Sz désigne la variance.

La valeur t'0 doit étre comparée a un T dont le bmnde degrés de liberté k' est
I'entier le plus proche de :
[5_21 . iZI i

nl n2

2 2
1 Jsa|, L |s2
n1-1| nl n2-1| n2

Sit'0 < Tk 0,05, la différence n’est pas significative au seeil5ds.
Si t'0 > Ty 005, la différence est significative, et le risque k0dans la table de Student
détermine le niveau de signification.

Cette formule est utilisée pour comparer les mogerdes poids des pupes, les moyennes
des taux et des cumuls de pontes.
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2. RESULTATS

—

2.1. CHALLENGE O

2.1.1.Performances des 19 lots de mouches

Comme nous l'avons vu précédemment, le challenggOur but de sélectionner 14
bovins pour les essais d'immunisation, a partir g&$ormances des lots de mouches nourris
sSur ces animaux.

Les résultats enregistrés au cours de ce suiviregnbupés dans le tableau suivant.

ableau 1 résultats du challenge 0.
Numeéro du lot de Taux de mortalité Nombre de pupes Poids moyen des
mouches (%) a J30 pondues/ 100 pupes
femelles gorgées ay
départ

1378 15 193 24,2
1387 29 158 24,7
5697 35 140 23,3
1394 13 170 25,5
5498 26 164 23,5
5684 37 144 23,5
4861 22 172 23,6
5296 21 159 23

5679 31 143 23,3
5700 30 130 22,6
5694 29 158 23,6
4908 36 172 25,2
5689 34 97 22,9
4867 33 141 23,4
5699 26 176 24,5
5677 29 144 23,8
1390 28 155 23,9
5688 19 116 23,6
1380 18 178 24,6
MOYENNE 26,9 153,2 23,8

Pour chaque lot de mouche, la mortalité et lesctanatiques de la ponte ont été enregistrées.
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Les représentations graphiques des courbes desiegi mouches et des cumuls de
ponte permettent de mieux visualiser la répartiti@s performances des différents lots de
mouches.

Graph. 1 courbes de survie des lots de mouches du chall@nge
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Le nombre de femelles vivantes est reporté quatidienent, pour chacun des lots dont les numéros
d’identification sont précisés a droite du graplkigi0 correspond au jour d’éclosion des mouchegsléots.

Graph. 2 cumuls de ponte des lots du challenge 0
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Le nombre cumulé de pupes pondues par lot de mewcheé reporté quotidiennement. Les jours soiliéd
en nombre de jours depuis I'éclosion des mouchssade du challenge 0.
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2.1.2.Elimination de 5 bovins en fonction des performancedes lots
de mouches

Les résultats présentés ci-dessus nous ont peréuarter 5 bovins, pour lesquels les
performances des lots de mouches étaient éloigiekesmoyenne.

Pour chacun de ces animaux, nous allons brieveeruer les raisons de son
éviction.

2.1.2.1Bovin n° 5689
Le lot de mouches nourries sur cet animal présenéecourbe de mortalité dont le
profil differe des autres lots. De plus, I'effectié mouches vivantes aprés 30 jours est plus
faible que la moyenne.
Les performances de reproductions sont égalemériega nombre total de pupes
pondues inférieur a celui des autres groupes etpde faible poids.

2.1.2.2Bovin n°® 5688

Le nombre total de pupes pondues par ce lot de nesuest nettement inférieur a la
moyenne de 'ensemble des lots.
De plus, la mortalité du lot de mouche nourri sibovin est assez importante.

2.1.2.3Bovin n°® 5697

La mortalité observée sur le lot de mouches naunrile bovin n° 5697 est supérieure
a la moyenne de I'ensemble des lots.

2.1.2.4Bovin n° 1378

L’effectif de mouches vivantes apres 30 jours deisest largement supérieur a la
moyenne, pour les mouches nourries sur ce bovin.

De plus, le nombre total de pupes pondues par tcesiobien plus grand que la
moyenne.

2.1.2.5Bovin n°® 1394

La mortalité du lot de mouches nourries sur le bow?1394 est inférieure a la
moyenne des 19 lots.

Le poids des pupes pondues par ce méme lot de m®esh beaucoup plus grand que
le poids moyen des pupes de la totalité des lots.

2.1.3.Constitution des quatre groupes JJP, 1J, IP et T

Les animaux gardés pour I'essai d'immunisation &#@trépartis de maniere aléatoire
en quatre groupes.

Des tests statistiques ont permis de vérifier ge® Ibts ainsi constitués sont
homogenes et qu’il n’existe pas de différence S§icative entre chacun des groupes vaccinés
avec les fractions JJP, IJ et IP d’'une part etdeige témoin d’autre part.

2.1.3.1Groupe Témoin :
Bovins n° 1380, 5684, 5679, 5498
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2.1.3.2Groupe JJP :
Bovins n° 5699 et 5677

2.1.3.3Groupe 1J :
Bovins n°® 5296, 5700, 5694 et 4908

2.1.3.4Groupe IP :

Bovins n° 4861, 1390, 1387 et 4867

2.1.4.Résultats des différents groupes du challenge 0

2.1.4.1Suivi du groupe TO

Tableau 2 performances du groupe témoin pour le challenge 0

Lot de mouches Taux de Nombre de Taux de Poids moyen des
mortalité (%) pupes ponte (%) pupes
pondues/ 100
femelles

T0 5679 31 143 160 23,3

T0 5498 26 164 183,5 23,5

T0 5684 37 144 163,6 23,5

T0 1380 18 178 188,5 24,6
Moyenne du groupe 28 157,3 1741 23,8

T

Les résultats individuels des lots sont indiqaéssi que les performances moyennes du lot témoin.

2.1.4.2Suivi du groupe JJPO

Tableau 3 performances du groupe JJP pour le challenge 0

Lot de mouches Taux de Nombre de Taux de Poids moyen des
mortalité (%) pupes ponte (%) pupes
pondues/ 100
femelles
JJPO 5699 26 176 193,1 24,5
JJPO 5677 29 144 162,3 23,8
Moyenne du groupe |27,5 160 177,9 24,1
JIP
2.1.4.3Suivi du groupe 1JO
Tableau 4 performances du groupe 1J pour le challenge 0
Lot de mouches Taux de Nombre de Taux de Poids moyen des
mortalité (%) pupes ponte (%) pupes
pondues/ 100
femelles

1JO 5694 29 158 174,3 23,6

1JO0 5700 30 130 145,6 22,6

1JO 4908 36 172 194,7 25,2

1JO 5296 21 159 172,2 23
Moyenne du groupe |29 154,8 171,7 23,6

1J
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2.1.4.4Suivi du groupe IPO

Tableau 5 performances du groupe IP pour le challenge 0

Lot de mouches Taux de mortalit¢  Nombre de Taux de | Poids moyen
(%) pupes pondues/| ponte (%) | des pupes
100 femelles
IPO 1390 28 155 173,7 23,9
IPO 4861 22 172 183,9 23,6
IPO 1387 29 158 178,9 24,7
IPO 4867 33 141 161,5 23,4
Moyenne du groupe |28 156,5 174,7 23,9
IP

2.1.4.5Comparaison des moyennes des groupes du challenge O

Tableau 6 moyennes des différents groupes du challenge 0

Lot de mouches Taux de mortalité Nombre de pupes Taux de Poids
(%) pondues/ 100 | ponte (%) | moyen des
femelles pupes
Moyenne JJPO 27,5 160 177,9 24,1
Moyenne 1JO 29 154,8 171,7 23,6
Moyenne IPO 28 156,5 174,7 23,9
Moyenne TO 28 157,3 174,1 23,8

Ce tableau récapitule les performances moyennel®tasourris sur chacun des groupes de bovinsparts du

challenge 0.
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2.1.5.Taux de mortalité

Les courbes de survie des différents groupes séseptées ci-dessous.

2.1.5.1Groupe TO
Graph. 3 courbes de survie du groupe témoin lors du chadléhg
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2.1.5.2Groupe JJPO
Graph. 4 courbes de survie du groupe JJP lors du challenge 0
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2.1.5.3Groupe 1JO

Graph. 5 courbes de survie du groupe 1J lors du challenge 0
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2.1.5.4Groupe IPO

Graph. 6 courbes de survie du groupe IP lors du challenge 0

Courbes de survie, lots du groupe IP
100
95 —e— 1387
" 90
gL —m— 4861
S 85
=
>
- 80 4867
2
g 5
5] —»—1390
o 70
©
g 65 ——— MOY ENNE DES 14 LOTS
g SELECTIONNES
z 60 —— MOY ENNE DU GROUPE IP
55
50
— [32] [Te) N~ o)) — ™ n N~ [o)] - [$2] n ~ (o] —
ar] ar] ar] ar] Lavl — — — - - N N N N N ™
kv kv kv Lar) Lar) - - bar) bar) bar) kv
Jour

2.1.5.5Comparaison des taux de mortalités des groupeballenge 0

Les taux de mortalité des lots de mouches appartenx groupes JJPO, 1J0 et IPO ont
été comparés a celui des lots nourris sur les anirt&@anoins.
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Le test utilisé pour faire cette comparaison derpentages est le Test de I'écart
réduit.

L’analyse statistique des résultats a révelé quekiste pas de différence significative
au seuil de 5% entre les taux de mortalité degmiffts groupes.

2.1.6.Cumul de ponte

Le cumul de ponte correspond au nombre total degpmondues par lot de 100 femelles
gorgées a Jo.

Les moyennes des taux de pontes des lots desegali?O, 1J0 et IPO ont été
comparées a celle des lots du groupe TO, a l'agldadformule détaillée dans la partie
Matériels et Méthodes de ce rapport.

Apres analyse statistique, il s’avere que lesédiffices observées ne sont pas
significatives a 5%.

2.1.7.Taux de ponte

Le taux de ponte correspond au rapport suivant :

Cumul de ponte X 100
Nombre de femelles en ponte/jour

Les taux de ponte des groupes JJPO, 1JO et IP6téromparés au taux de ponte du
groupe témoin.

Les différences constatées entre les différenbsigps ne sont statistiguement pas
significatives.

2.1.8.Poids des pupes

Les moyennes des poids des pupes des lots desegradpO, 1J0 et IPO ont été
comparées a celle des lots du groupe TO avec laenférmule que celle utilisée pour
comparer les moyennes des cumuls de ponte.

L’'analyse statistique a révélé que la différencsepbée entre respectivement, les lots
JIPO et TO, les lots 1JO et TO, et les lots IPDOgtn’est pas significative au seuil de 5%.
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2.2. CHALLENGE 1

2.2.1.Résultats

Le challenge 1 a commencé 5 jours aprées la dermgetion immunisante et a duré 5
semaines.
Les résultats enregistrés au cours de cette pésmuegorésentés ci-dessous.

2.2.1.1Suivi du groupe T1

Tableau 7 performances du groupe témoin pour le challenge 1

Lot de mouches Taux de Nombre de | Taux de ponte| Poids moyen
mortalité (%) | pupes pondues (%) des pupes
a J3s 100 femelles
gorgées au
départ
T1 5679 24 187 203,2 23,8
T1 5498 27 208 223,2 25,3
T1 5684 17 215 226,6 25,4
T1 1380 22 234 250,2 25,6
Moyenne du groupe | 22,5 211 225,9 25
T

2.2.1.2Suivi du groupe JJP1

Tableau 8 performances du groupe JJP pour le challenge 1

Lot de mouches Taux de Nombre de |Taux de ponte, Poids moyen
mortalité (%) | pupes pondues (%) des pupes
aJ3s 100 femelles
gorgées au
départ
JJP1 5699 44 157 179,6 23,4
JJP1 5677 17 226 238,2 25
Moyenne du groupe | 30,5 191,5 210,1 24,2
JJP

2.2.1.3Suivi du groupe 1J1

Tableau 9 performances du groupe 1J pour le challenge 1

Lot de mouches Taux de Nombre de |Taux de ponte, Poids moyen
mortalité (%) | pupes pondues (%) des pupes
a J3s 100 femelles
gorgées au
départ
1J1 5694 25 117 128 23,8
1J1 5700 39 152 182,3 23,5
1J1 4908 13 232 239,5 25,5
1J1 5296 17 209 220,3 23,9
Moyenne du groupe | 23,5 177,5 193,7 24,2
1J
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2.2.1.4Suivi du groupe IP1

Tableau 10 performances du group IP lors du challenge 1

Lot de mouches Taux de Nombre de | Taux de ponte| Poids moyen
mortalité (%) | pupes pondues (%) des pupes
a J3s 100 femelles
gorgées au
départ
IP1 1390 14 230 240,7 25,2
IP1 4861 23 153 161,4 23,2
IP1 1387 20 218 230,4 24,7
IP1 4867 34 168 191,7 24,9
Moyenne du groupe | 22,8 192,3 206,4 24,5
IP

2.2.1.5Comparaison des moyennes des groupes du challenge 1

Tableau 11 moyennes des différents groupes du challenge 1

Lot de mouches Taux de Nombre de |Taux de ponte| Poids moyen
mortalité (%) | pupes pondues/ (%) des pupes
a J35 100 femelles
gorgées au
départ
Moyenne JJP1 |30,5 191,5 210,1 24,2
Moyenne 1J1 23,5 177,5 193,7 24,2
Moyenne IP1 22,8 192,3 206,4 24,5
Moyenne T1 22,5 211 225,9 25

Ce tableau récapitule les performances moyennel®tasourris sur chacun des groupes de bovinsparts du

challenge 1.
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2.2.2. Taux de mortalité

Les courbes de survie des différents groupes smmites ci-apres.

2.2.2.1Groupe T1

Graph. 7 courbes de survie du lot témoin pour le challenge 1
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Le groupe T1 est assez homogeéne.

2.2.2.2Groupe JJP1

Graph. 8 courbes de survie du lot JJP pour le challenge 1

nombre de femelles vivantes

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50

Courbes de survie des lots JJP1

—e— JIP1_5699
—m— JIP1_5677
moyenne JJP1

— M WO N~ o
L I e B e ]

J11
J13

56



Les courbes de survie des deux lots du groupeskittres différentes : la mortalité a

été beaucoup plus importante dans le lot JJP1_&68%@ans le lot JJP1 5677.

2.2.2.3Groupe 1J1

Graph. 9 courbes de survie du lot IJ pour le challenge 1
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La variabilité intragroupe est également imposagritre les lots du groupe 1J1. Le lot

[J1_5700 notamment présente une forte mortalité.

2.2.2.4Groupe IP1

Graph. 10 courbes de survie du lot IP pour le challenge 1
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Au sein du groupe IP1, la mortalité du lot IP1_4&@parait plus importante que la
mortalité des trois autres lots.

2.2.2.5Comparaison des taux de mortalités des groupeballenge 1

Graph. 11 courbes des moyennes de survie des différents gsadypchallenge 1
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Les taux de mortalités des lots de mouches noustiesles bovins des différents
groupes immunisés ont été comparés a celui dendotsis sur les animaux témoins.

Le test utilisé pour faire cette comparaison derpentages est le Test de I'écart
réduit.

L’'analyse statistique des résultats a révelé que :
» La différence entre le taux de mortalité moyen ldes JIP1 et celui des lots T1 n’est pas
significative au seuil de 5%
« La difféerence entre le taux de mortalité moyen ldes IJ1 et celui des lots T1 n’est pas
significative au seuil de 5%
« La différence entre le taux de mortalité moyen ldes IP1 et celui des lots T1 n’est pas
significative au seuil de 5%
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2.2.3.Cumul de ponte

Les représentations graphiques des cumuls de psmtéses suivantes.

2.2.3.1Groupe T1

Graph. 12 cumul de ponte du groupe témoin, lors du challeinge
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2.2.3.2Groupe JJP1

Graph. 13 cumul de ponte du groupe JJP, lors du challenge 1
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2.2.3.3Groupe 1J1

Graph. 14 cumul de ponte du groupe 1J, lors du challenge 1
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2.3.1.1Groupe IP1

Graph. 15 cumul de ponte du groupe IP, lors du challenge 1
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2.2.3.4Comparaison des moyennes des cumuls de pontesraigseg du
challenge 1

Graph. 16 moyennes des cumuls de ponte des différents gralipelsallenge 1
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Les moyennes des cumuls de pontes des lots dapexalJP1, 1J1 et IP1 ont été
comparees a celle des lots du groupe T1 gracéoantaule détaillée dans la partie Matériels et
Méthode.

Apres analyse statistique, il s’avere que la diffiée observée n’est pas significative a
5% entre, respectivement, les lots JJP1 et TlpledJ1l et T1, et les lots IP1 et T1.

2.2.4.Taux de ponte

La comparaison statistigue des taux de ponte despgs nourris sur les bovins
immunisés, avec celui du groupe témoin, ne révatede difference significative au seuil de
5%.

2.2.5.Poids des pupes

Les moyennes des taux de pontes des lots des graljp¥l, 1J1 et IP1 ont été
comparees a celle des lots du groupe T1.

L’'analyse statistique a révélé que la différencsepbée entre respectivement, les lots
JIP1letTl, leslots I1J1 et T1, et les lots IPIlein’est pas significative a 5%.
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2.3. CHALLENGE

2.3.1.Résultats

2

Le challenge 2 a commencé 25 jours apres la dermggction immunisante et a duré
5 semaines. Les résultats enregistrés au courstidep@riode sont présentés ci-dessous.

2.3.1.2Suivi du groupe T2

Tableau 12 performances du groupe témoin au cours du challgnge

Lot de mouches Taux de | Nombre de pupes| Taux de | Poids moyen
mortalité (%) pondues/ 100 | ponte (%) | des pupes
aJ35 femelles gorgées
au départ
T2 5679 43 149 177,3 25,0
T2 5498 32 188 212,3 24,3
T2 5684 25 232 248,1 26,1
T2 1380 16 238 250,8 25,0
Moyenne du groupe T |29 201,8 223,5 25,1
2.3.1.3Suivi du groupe JJP2
Tableau 13 performances du groupe JJP pour le challenge 2
Lot de mouches Taux de | Nombre de pupes Taux de | Poids moyen
mortalité (%) pondues / 100 | ponte (%) | des pupes
aJ3s femelles gorgées
au départ
JJP2 5699 47 177 195,4 23,3
JJIP2 5677 13 192 203,2 25,0
Moyenne du groupe JJP| 30 184,5 199,4 24,1
2.3.1.4Suivi du groupe 132
Tableau 14 performances du groupe IJ pour le challenge 2
Lot de mouches Taux de | Nombre de pupes Taux de | Poids moyen
mortalité (%) pondues/ 100 | ponte (%) | des pupes
aJ3s femelles gorgées
au départ
1J2 5694 47 109 123,7 21,9
1J2 5700 38 183 211,1 24,2
1J2 4908 20 232 247 25,6
1J2 5296 32 198 219,6 24,9
Moyenne du groupe IJ | 34,3 180,5 201,2 24,2
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2.3.1.5Suivi du groupe IP2

Tableau 15 performances du groupe IP pour le challenge 2

Lot de mouches Taux de | Nombre de pupeg Taux de | Poids moyen
mortalité (%) pondues/ 100 | ponte (%) | des pupes
aJ3s femelles gorgées
au départ
IP2 1390 36 179 205,3 25,0
IP2 4861 47 104 125,8 22,1
IP2 1387 24 197 208,1 26,1
IP2 4867 37 196 219,5 24,6
Moyenne du groupe IP | 36 169 191,1 24,4

2.3.1.6Comparaison des moyennes des groupes du challenge 2

Tableau 16 moyennes des différents groupes du challenge 2

Lot de mouches Taux de | Nombre de pupes Taux de | Poids moyen
mortalité (%) pondues/ 100 | ponte (%) | des pupes
aJ3s femelles gorgées
au départ

Moyenne JJP2 30 184,5 199,4 24,1
Moyenne 1J2 34,3 180,5 201,2 24,2
Moyenne IP2 36 169 191,1 24,4
Moyenne T2 29 201,8 2235 25,1

Ce tableau récapitule les performances moyenne®idasourris sur chacun des groupes de bovinspats du
challenge 2.
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2.3.2. Taux de mortalité

Les courbes de survie des différents groupes serduivantes.

2.3.2.1Groupe T2

Graph. 17 courbes de survie du groupe témoin lors du chadiéng
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Les taux de mortalité des lots du groupe T2 seatiboup moins homogénes que ceux

des lots témoins du premier challenge.

2.3.2.2Groupe JJP2

Graph. 18 courbes de survie du groupe JJP lors du challenge 2
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Les taux de mortalité observés dans les deux lotgrdupe JJP2 sont trés différents.
Les courbes de survie montrent que la différenteswsout importante a la fin du challenge
2, a partir de J25.

2.3.2.3Groupe 132

Graph. 19 courbes de survie du groupe 1J lors du challenge 2
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Dans le groupe 1J2, la variabilité entre les &stsgrande. La mortalité du lot 1J2_4908
est inférieure a la moyenne de mortalité des 4 lots

2.3.2.4Groupe IP2

Graph. 20 courbes de survie du groupe IP lors du challenge 2
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Parmi les lots du groupe IP2, il est a noter quadatalité du lot IP2_1387 est faible,
tandis que celle du lot IP2_4861 est importantei, gar rapport a la moyenne du groupe.

2.3.2.5Comparaison des taux de mortalités des groupeballenge 2

Graph. 21 courbes moyennes de survie des différents groupeballenge 2
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Les taux de mortalité des lots de mouches nousigsles bovins des différents
groupes immunisés ont été comparés a celui desntoisris sur les animaux du groupe
témoin.

Le test utilisé pour faire cette comparaison derpentages est le Test de I'écart
réduit.

L’analyse statistique des résultats a révelé gsediéérences observées entre les
différents lots des groupes immunisés et ceux dupmg témoin ne sont pas significatives a
5%.
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2.3.3.Cumul de ponte

Les représentations graphiques des cumuls de psméprésentées ci-dessous.

2.3.3.1Groupe T2

Graph. 22 cumul de ponte du groupe témoin pour le challenge 2
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2.3.3.2Groupe JJP2

Graph. 23 cumul de ponte du groupe JJP pour le challenge 2
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2.3.3.3Groupe 132

Graph. 24 cumul de ponte du groupe 1J pour le challenge 2
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2.3.3.4Groupe IP2

Graph. 25 cumul de ponte du groupe IP pour le challenge 2
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2.3.3.5Comparaison des moyennes des cumuls de ponte dapegrdu
challenge 2

Graph. 26 moyennes de cumuls de ponte des différents gralpehallenge 2
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Les moyennes des cumuls de pontes des lots dapexalJP2, 1J2 et IP2 ont été
comparees a celle des lots du groupe T2.

Apres analyse statistique, il s’avere que lesédiffices observées ne sont pas
significatives a 5% entre, respectivement, lesJIR2 et T2, les lots 1J2 et T2, et les lots IP2
et T2.

2.3.4.Taux de ponte

Les taux de ponte des groupes JJP2, 1J2 et IP&®cbmparés a celui du groupe T2.
L’'analyse statistique révele qu’il n’existe pas diférence significative au seuil de
5% entre les différents groupes du challenge 2.

2.3.5.Poids des pupes

Les poids moyens des pupes des groupes JJP AXatdhallenge 2 ont été comparés
a celle des lots du groupe T2.

L’analyse statistique a révélé que les différermeservées entre les lots JJP2, 1J2 et
IP2 d’'une part, et T2 d’autre part, ne sont pasiaatives a 5%.
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2.4. CHALLENGE HORIZONTAL

2.4.1.Taux de mortalité a J30

Graph. 27 moyennes des taux de mortalités des différentspgioau cours des challenges 0, 1 et 2
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2.4.1.1Groupe T

Tableau 17 taux de mortalité du groupe témoin au cours deBestges 0, 1 et 2
Numéro du lot Challenge O Challenge 1 Challenge 2
T 5679 31 17 37
T 5498 26 15 23
T 5684 37 13 12
T 1380 18 19 11
Moyenne du groupe 28 16 20,8
T

L'analyse statistique a révélé qu'il n'existe gadifférence significative au seuil de
5% entre les taux de mortalité du groupe T dedexiges O, 1 et 2.

2.4.1.2Groupe JJP

Tableau 18 taux de mortalité du groupe JJP au cours des cigalé0, 1 et 2
Numéro du lot Challenge 0 Challenge 1 Challenge 2
JJP_5699 26 31 22
JIP_5677 29 13 10
Moyenne du groupe 27,5 22 16
JJP

Les différences observées entre les taux de mérthli groupe JJP lors des challenges
0, 1 et 2 ne sont pas significatives au seuil de 5%
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2.4.1.3Groupe 1J

Tableau 19 taux de mortalité du groupe 1J au cours des chgdie, 1 et 2
Numéro du lot Challenge O Challenge 1 Challenge 2
IJ 5694 29 20 33
IJ 5700 30 32 30
IJ 4908 36 6 15
IJ 5296 21 13 27
Mortalité du groupe 29 17,8 26,3
1J

Aprés analyse statistique, il s'avere que lesidiffces entre les taux de mortalité
observés lors des challenges 0, 1 et 2 ne sorsigraficatives, au sein du groupe 1J.

2.4.1.4Groupe IP

Tableau 20 taux de mortalité du groupe IP au cours des chgdie, 1 et 2
Numéro du lot Challenge O Challenge 1 Challenge 2
IP_1390 28 11 27
IP_4861 22 15 42
IP_1387 29 16 11
IP_4867 33 28 29
Moyenne du groupe 28 17,5 27,3
IP

Il n’existe pas de différence statistiquement isigative au seuil de 5% entre les taux
de mortalité du groupe IP observés lors des chgleB, 1 et 2.

2.4.2.Cumul de ponte

Graph. 28 moyennes des cumuls de ponte des différents graupesurs des challenges 0, 1 et 2
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Tal

2.4.2.1Groupe T

bleau 21 cumuls de ponte du groupe témoin lors des chalkefga et 2

Numeéro du lot

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées ay

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

départ départ départ
- challenge O - - challenge 1 - - challenge 2 -
T 5679 143 187 149
T 5498 164 208 188
T 5684 144 215 232
T 1380 178 234 238
Moyenne du groupe 157,3 211 201,8
T

L’analyse statistique révele qu’il existe au seingtoupe témoin une augmentation
significative du nombre de pupes pondues par 10@elfes gorgées au départ entre le

challenge 0 et le challenge 1.

Il N’y a en revanche pas de différence statistiggrnsignificative entre les résultats

des challenges 0 et 2, ainsi qu'l et 2.

2.4.2.2Groupe JJP

Tableau 22 cumuls de ponte du groupe JJP lors des challendest®

Tal

Numeéro du lot

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées ay

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

départ départ départ
- challenge O - - challenge 1 - - challenge 2 -
JJP_5699 176 157 177
JIP_5677 144 226 192
Moyenne du groupe 160 191,5 184,5
JJIP

D’aprés l'analyse statistique, il n'existe pasdiféérence significative au seuil de 5%
entre les observations des challenges 0, 1 et 2learoupe JJP. Ce résultat differe de celui

obtenu pour le lot témoin.

2.4.2.3Groupe 1J

bleau 23 cumuls de ponte du groupe IJ lors des challenggés02

Numeéro du lot

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées ay

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

Nombre de pupes
pondues / 100
femelles gorgées au

départ départ départ
- challenge O - - challenge 1 - - challenge 2 -
1J_5694 158 117 109
IJ_5700 130 152 183
IJ_4908 172 232 232
IJ_5296 159 209 198
Moyenne du groupe 154,8 1775 180,5
1J
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A la difféerence du groupe témoin, il n'existe pde différence statistiquement
significative au seuil de 5% entre les observatfarss au cours des challenges 0, 1 et 2 pour
le groupe 1J.

2.4.2.4Groupe IP

Tableau 24 cumuls de ponte du groupe IP lors des challengés02
Numeéro du lot Nombre de pupes | Nombre de pupes | Nombre de pupes
pondues / 100 pondues / 100 pondues / 100
femelles gorgées ay femelles gorgées ay femelles gorgées au

départ départ départ

- challenge O - - challenge 1 - - challenge 2 -
IP_1390 155 230 179
IP_4861 172 153 104
IP_1387 158 218 197
IP_4867 141 168 196
Moyenne du groupe 156,5 192,3 169

IP

L’'analyse statistique montre qu'il n'existe pasdifférence significative au seuil de
5% entre les résultats des challenges 0, 1 et @ralupe IP. Ce résultat difféere de celui du
groupe témoin.

2.4.3.Taux de ponte

Graph. 29 moyennes des taux de ponte des différents groupesuas des challenges 0, 1 et 2
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2.4.3.1Groupe T

Tableau 25 taux de ponte du groupe témoin au cours des clyalted, 1 et 2

Numeéro du lot Taux de ponte Taux de ponte Taux de ponte
- challenge 0- - challenge 1- - challenge 2-

T 5679 160 203,2 177,3

T 5498 183,5 223,2 212,3

T 5684 163,6 226,6 248,1

T 1380 188,5 250,2 250,8

Moyenne du groupe 1741 225,9 2235

T

La comparaison des différents taux de ponte dwpgol révele gu'il existe une
augmentation significative du taux de ponte erdrehlallenge 0 et le challenge 1.

Les difféerences observées entre les taux de pastelthllenges 0 et 2, ainsi que 1 et 2
ne sont en revanche pas significatives au selibtle

2.4.3.2Groupe JJP

Tableau 26 taux de ponte du groupe JJP au cours des chall@ndest 2
Numéro du lot Taux de ponte Taux de ponte Taux de ponte
- challenge 0- - challenge 1- - challenge 2-
JJP 5699 193,1 179,6 195,4
JIP 5677 162,3 238,2 203,2
Moyenne du groupe 177,9 210,1 1994
JJP

L’'analyse statistigue montre que les différencbseovées lors des 3 challenges ne
sont statistiquement pas significatives.

Le résultat du groupe JJP differe donc de celgrdupe témoin.

2.4.3.3Groupe 1J

Tableau 27 taux de ponte du groupe 1J au cours des challéhdgest 2

Numeéro du lot Taux de ponte Taux de ponte Taux de ponte
- challenge 0- - challenge 1- - challenge 2-

IJ 5694 174,3 128 123,7

IJ 5700 145,6 182,3 211,1

1J_4908 194,7 239,5 247
IJ 5296 172,2 220,3 219,6
Moyenne du groupe 171,7 193,7 201,2
1J

D’apres l'analyse statistique, les difféerenceseobdes entre les taux de ponte du
groupe 1J au cours des 3 challenges ne sont paificatjves au seuil de 5%.
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2.4.3.4Groupe IP

Tableau 28 taux de ponte du groupe IP au cours des challéhdgest 2

Numeéro du lot Taux de ponte Taux de ponte Taux de ponte
- challenge 0- - challenge 1- - challenge 2-

IP_1390 160 240,7 205,3

IP_4861 183,5 161,4 125,8

IP_1387 163,6 230,4 208,1

IP_4867 188,5 191,7 219,5

Moyenne du groupe 1741 206,4 1911

IP

A la différence du groupe témoin, les écarts olEeentre les taux de ponte du groupe
IP lors des challenges 0, 1 et 2 ne sont statestigunt pas significatives.

2.4.4.Poids des pupes

Graph. 30 moyennes des poids des pupes des différents graupasurs des challenges 0, 1 et 2
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Tableau 29 poids moyens des pupes du groupe témoin au cosishadlenges 0, 1 et 2
Numeéro du lot Poids moyen des Poids moyen des Poids moyen des
pupes pupes pupes
— challenge O - — challenge 1 - — challenge 2 -
T 5679 23,3 23,8 25
T 5498 23,5 25,3 24,3
T 5684 23,5 25,4 26,1
T 1380 24,6 25,6 25
Moyenne du groupe 23,8 25 25,1
T
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L’'analyse statistique révéle gu’il existe, au sgingroupe témoin, une augmentation
significative du poids des pupes entre le challéhgele challenge 2.

Les différences observées entre les challenges @, et 1 et 2 ne sont pas
significatives au seuil de 5%.

2.4.4.2Groupe JJP

Tableau 30 poids moyens des pupes du groupe JJP au courbaénges 0, 1 et 2
Numéro du lot Poids moyen des Poids moyen des Poids moyen des
pupes pupes pupes
— challenge O - — challenge 1 - — challenge 2 -

JJP_5699 24,5 23,4 23,3

JIP 5677 23,8 25 25
Moyenne du groupe 24,1 24,2 24,1

JJP

Les différences observées entre les poids moyesgdpes du groupe JJP, lors des
challenges 0, 1 et 2, ne sont pas significativeseul de 5%. Ceci differe de ce qui est
constaté pour le groupe témoin.

2.4.4.3Groupe 1

Tableau 31 poids moyens des pupes du groupe 1J au cours d#ésraes 0, 1 et 2
Numeéro du lot Poids moyen des Poids moyen des Poids moyen des
pupes pupes pupes
— challenge O - — challenge 1 - — challenge 2 -

IJ 5694 23,6 23,8 21,9

IJ 5700 22,6 23,5 24,2

1J 4908 25,2 25,5 25,6

IJ 5296 23 23,9 24,9
Moyenne du groupe 23,6 24,2 24,2

1J

A la différence de ce qui est observé pour le geotémoin, il n'existe pas de
différence statistiquement significative entre pggds moyens des pupes du groupe |J, au
cours des challenges 0, 1 et 2.

2.4.4.4Groupe IP

Tableau 32 poids moyens des pupes du groupe IP au cours désrdes 0, 1 et 2
Numeéro du lot Poids moyen des Poids moyen des Poids moyen des
pupes pupes pupes
— challenge O - — challenge 1 - — challenge 2 -

IP_1390 23,9 25,2 25
IP_ 4861 23,6 23,2 22,1
IP_1387 24,7 24,7 26,1
IP_4867 23,4 24,9 24,6
Moyenne du groupe 23,9 24,5 24,4

IP
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Les différences observées au sein du groupe 1B, des challenges 0, 1 et 2 ne sont
statistiqguement pas significatives au seuil de 8%.résultat differe de celui obtenu pour le
groupe témoin.

2.5. SEROLOGIES ELISA

Les réponses des bovins a limmunisation ont éttermis grace a la technique
sérologique ELISA. Le graphique ci-dessous repitésks profils sérologiques des animaux
pour la fraction IP.

Graph. 31 profils des réponses en anticorps anti-fractiodd® 14 bovins
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La densité optique figurant en ordonnée est unairaaiu taux en anticorps contenu dans les séruisdoels
des bovins. Les sérologies ELISA effectuées paudiiérentes dates de prélévement permettenederndes
profils de la réponse en anticorps a la fractiopdBr chacun des 14 bovins de I'expérience.

D’apres le graphique 31, la répartition des répsrmemorales pour la fraction IP est
logique. Les 4 bovins vaccinés avec cette mémeidraantigénique présentent les plus forts
taux d'immunoglobulines. Les animaux témoins prémanles taux d’immunoglobulines les
plus faibles, tandis que les bovins immunisés desdractions |J et JIJP présentent des taux
intermédiaires.

Sur cette méme figure, il apparait que Il'animal spréant le plus fort taux
d'immunoglobulines anti-antigene IP est le bovir#38Les lots de mouches nourris sur cet
animal sont ceux pour lesquels les effets sonplles importants, en terme d’augmentation de
mortalité et de baisse des performances de reptioduc

Ceci permet de penser que c’est bien l'antigenejuPa provoqué la production
d’anticorps anti-antigene IP, et que ces anticanpisprovoqué des effets délétéres sur les
glossines.

Les résultats obtenus pour les autres fractiotigéamques sont incohérents.
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3. DISCUSSION

Au cours de l'essai d'immunisation, trois challemgriccessifs ont été réalisés. Le
challenge 0 s’est déroulé avant que les animaugnsdmmunisés avec des fractions
intestinales de glossines. Les challenges 1 ett Z@nréalisés a la suite de I'immunisation,
avec pour but d’enregistrer les effets provoquésesumouches.

L’analyse des résultats du challenge 0 montre queikiste pas de différence entre les
différents groupes T0, JJPO, 1JO et IPO.

Ce résultat est satisfaisant car il montre qu’awamunisation, les performances des
groupes sont comparables.

Les résultats des différents groupes obtenudiorshallenge 1 ont été comparés entre
eux par une analyse verticale. Aucune différengeificative n’a pu étre constatée.

De méme, l'analyse des résultats du challengaas permis de mettre en évidence
de différence entre les quatre groupes.

Il semble donc que I'immunisation des bovins, geesoit avec la fraction IP, IJ ou
JJP, n'a pas eu d’effet notable sur la populatemduches.

Les résultats enregistrés pour chaque groupewas des challenges successifs ont été
compareés entre eux.

Les observations faites sur le groupe témoin neahtqu’il existe une augmentation
significative des performances de reproductioniecla challenge O et les challenges 1 et/ou
2. Cette augmentation concerne le cumul de poms gue le taux de ponte, et le poids
moyen des pupes. En revanche, les écarts de r@sraliegistrés ne sont statistiquement pas
significatifs. Cette constatation indique que lesditions se sont améliorées et ont permis
aux mouches nourries sur les animaux non immunis€sroitre leur reproductivité.

Cette augmentation des performances de reproduct@opas été retrouvée pour les
groupes IP, IJ et JJP.

Ceci peut laisser penser, par comparaison avewmleg témoin, que I'immunisation
aurait contrecarré I'amélioration des conditionsestravé I'augmentation des performances
de reproduction. Cependant aucune conclusion neépreuaffirmee.

Les conclusions des analyses verticales et hdelmndifferent. Dans le premier cas,
aucun effet n’est mis en évidence. Dans le secaadune éventuelle baisse des performances
de reproduction est proposée pour chacun des gsdBpé&l et JIP.

Du fait de la petite taille des échantillons, etld grande variabilité individuelle au
sein de chaque groupe, la puissance des teststigtegs employée est faible et dans cette
expérience, on se trouve en limite de significédivi

Il existe peut-étre un effet de la vaccinationlssrperformances de reproduction, mais
celui-ci serait faible et n'aurait pas pu étre msévidence dans la présente expérience. Deux
explications peuvent étre proposées. La premiete gage I'immunisation induirait la
protection d’anticorps, mais que ceux-ci n'aurais jo'effet protecteur majeur. La seconde est
que l'immunisation induirait la protection d’antips protecteurs, mais que la stimulation du
systeme immunitaire ne serait pas suffisante atriesunoglobulines seraient produite en trop
faible quantité.

Les résultats des différents challenges et ddérdifts groupes révélent une grande
variabilité individuelle.
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Certains lots de mouches présentent des perfoaagrias altérées que celles de la
moyenne de leur groupe. Au sein du groupe JJP pamme, les performances de
reproduction du lot JJP_5699 sont nettement endie¢za moyenne.

Cette constatation suggere que certains bovinsesinaieux répondu a l'inoculation
de la fraction immunisante. Pour ceux-ci, les sffetiregistrés sur les lots de mouches sont
plus importants.

Dans notre expérience, la proportion d’animaux b@mondeurs serait faible, dans
chacun des groupes immuniseés.

Les profils sérologiques obtenus avec la fract®miontrent que les animaux vaccinés
avec cette fraction présentent des anticorps atitiene IP. Il semblerait donc que la fraction
vaccinale ait provoqué la production d’immunoglobes.

De plus, le bovin IP_4861, présentant le plus fauix d’immunoglobulines, est celui
pour lequel les performances des mouches ont gtplls diminuées. Ceci suggere que les
anticorps produits auraient un effet protecteurcatforte par ailleurs I'hypothese selon
laquelle certains animaux répondraient mieux a kccnation. Pour ceux-ci, les
immunoglobulines produites suite a la vaccinatiemtsen quantité suffisante pour étre
responsables des effets déléteres observés gylogsines.

Des parametres non controlés ont certainementeindé les résultats de I'essai
d’'immunisation.

Les conditions météorologiques notamment ont eaftet sur les repas de sang. Ces
repas ont été effectués dans la station d'élevdges laquelle la température et le degré
d’hygrométrie ne sont pas controlés. Il a été rgm@aque les jours de pluie, la durée du repas
de sang se trouvait augmentée. De plus, les laisriacsur des animaux plus exposés aux
courants d’air se gorgeaient moins bien ces jaurg&h conséquence, une plus forte mortalité
était enregistrée pour ces groupes dans les jousuiyaient.

En résumé, ce qui ressort des différentes obsensést qu’il existe peut-étre un effet
de la vaccination sur les performances des mou@esendant, cet effet serait faible et ne
concernerait que les performances de reproductesnndouches. En aucun cas il n'a été
observé d’augmentation directe de la mortalitérdeaches.

Par ailleurs, la forte variabilité individuelle tieréponse a l'injection immunisante est
a souligner. Certains animaux répondraient mieda gaccination que d’autres. Ceci peut
s’expliquer par une plus grande efficacité du systémmunitaire ou pour d’autres raisons
qui n'ont pas été élucidées. Toutefois, seule w@ildef proportion des animaux immunisés
semble réagir de maniere notable. Les effets obsesont donc peu reproductibles.

Dans le cas présent, et en considérant que I'imsatioh est effective, il y a donc peu
d’espoir d’application. En effet, cette vaccinatigmovoquerait un faible effet sur la
reproduction des mouches, et ceci seulement supantie de la population vaccinée. Or pour
étre efficace, il faudrait que I'antigene employgraine une forte réduction de la population
de mouches nourries sur les animaux vaccinés,cetsue une forte proportion des animaux
immunisés.

Les essais d'immunisation de lapins a partir d'@gta du tube digestif délossina
fuscipes fuscipeesquesnes, 1990) avaient eux aussi donné ddgatgépeu encourageants.
Le seul effet constaté avait été une augmentatatistsquement significative de la mortalité
hebdomadaire, et aucune conséquence sur les parfoes de reproduction des mouches
n'avait été observée.

D’autres essais d’'immunisation contre les glossoreésté réalisés sur des animaux de
laboratoire, avec différentes fractions immunisan(8chlein et Lewis, 1976 ; Kaaya et
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Alemu, 1982 et 1984). Les résultats obtenus lorcete expériences sont variables, mais
aucun de ces travaux n’a donné de suite.

Ces échecs relatifs d'immunisation contre les ghessa partir de différentes fractions
antigéniques rendent cette approche de la luttdredia trypanosomose animale peu
encourageante.

D’autres méthodes, comme la lutte biologique - lgtgurs de croissance - ou la lutte
génétique - lachers de maéles stériles -, sont arsatiétude a I'heure actuelle. Certaines de
ces techniques ont déja été mises en applicatidoretent des résultats plus prometteurs.

Les résultats obtenus dans cet essai d'immunisagosont révélés tres décevants, et
remettent en cause l'approche vaccinale dans le2adel la lutte contre la trypanosomose
animale africaine. Ce n’est cependant pas la prenidégs que des expériences de vaccination
contre des arthropodes échouent.

En effet, les nombreux espoirs de développementadein anti-arthropodes ont été
fondés sur les récents progres en biologie mol&eulBe nombreux outils ont été exploités
dans la recherche d’antigénes vaccinaux. Des tgebgid électrophorese, d’immunoblotting
ont permis d'isoler les molécules réagissant age@hticorps des hétes immunisés. D’autres
outils ont permis d'obtenir des informations surtddlle, les sites actifs, la solubilité, la
conformation, les modifications post-translatiome®let bien d’autres caractéristiques des
antigenes seélectionnés. Des techniques d’isolal@gene, de clonage, de séquencage et des
systémes d’expressions ont permis d’obtenir de®imes recombinantes.

Dans un cas, l'application de ces outils de bi@ognoléculaire a abouti au
développement commercial de deux vaccins anti@ptde, TickGARD® et Gavac®.
Quelques autres travaux de recherche sont en bepmee comme ceux menés sur
Haemonchus contortusu Lucilia cuprina

Cependant, la majeure partie des expériences d’msation n’a pas eu de suite. De
nombreux problemes ont empéché I'avancement desutxade recherche.

C’est parfois dés I'étape d’identification d’antiges protecteurs que les chercheurs ont
échoué. Par exemple, lorsque les extraits utitisést pas conféré des niveaux de protection
suffisants pour espérer une lutte vaccinale eficdédn manque de connaissances sur les
relations entre hétes et parasites peut en pagikgeer ceci. Des études sur les mécanismes
de la réponse immunitaires intervenant lors d’itéfégns pourraient fournir des informations
utiles.

Dans d'autres cas, l'identification des antigenestgeteurs parmi les nombreuses
protéines présentes dans les extraits bruts s/éstedélicate.

Par ailleurs, les hétes utilisés dans les essasdinisation sont souvent des animaux
de laboratoires. Ces especes sont éloignées ds ¢elpliquées dans les systemes hétes -
parasites ciblés, et il est possible que les méoss immunitaires mis en jeu par ces
animaux soient différents de ceux des hotes natu@ala pourrait signifier que les résultats
obtenus lors de ces essais, qu’ils soient positifsiégatifs, ne sont pas forcément un bon
indicateur de la faisabilité du vaccin.

Une fois qu'un candidat vaccinal a été identifid, production d'une protéine
recombinante est nécessaire pour envisager un asgigede échelle. Plusieurs équipes n'ont
pas réussi a développer des systemes d’expressomeftant d’obtenir une protéine
recombinante efficace. Il est possible que les édifices de modifications post-
translationnelles soient au moins en partie adiog de ces échecs.

Quelgues expériences d'essais en conditions nisireint pu étre menés. Cela
implique d’avoir réussi a identifier un antigenetecteur et d’avoir pu produire une protéine
recombinante efficace. Cela implique également aiavérifié I'efficacité vaccinale en
milieu contrélé sur I'h6te naturel du parasite atipaduquel I'antigéne a été isolé. La
protection obtenue en conditions réelles est philsld que celle en milieu contrdlé, car de
nombreux autres facteurs interviennent. Il estiptssgue certains immunogenes protecteurs
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lors d’infestations contrélées conférent lors de @ssais en conditions naturelles une
immunité insuffisante pour espérer 'employer sutdrrain.

Certains scientifiques considerent que I'approclo@|@ée ci-dessus représente un codt
et une perte de temps considérable. De nouvell@®elpes ont été proposées, pour tenter de
contrer ces difficultés (Dalton et Mulcahy, 2001illddsen, 2001).

Plutét que de tenter d’identifier des protéines rpl@squelles des expériences ont
montré leur potentiel protecteur, il pourrait &ples judicieux de s’intéresser aux protéines
reliées a une fonction physiologique importantes betils de biologie moléculaire peuvent
étre employés pour chercher les genes correspandamtdémarche inverse peut aussi étre
mise en ceuvre : identification et isolement de gémpliqués dans des fonctions vitales puis
caractérisation de son produit.

Une autre stratégie possible est d’exploiter legiscconcernant certaines especes, et
de les étendre a d’autres. Les tentatives d’imnatiois croisées ont jusqu’ici donné peu de
résultats, et il est sans doute plus prometteutediifier des antigenes homologues que
d’espérer isoler un seul antigéne permettant dimser les hoétes contre plusieurs
arthropodes.

Deux possibilités sont a explorer : I'utilisatioasdfonctions homologues ou bien celle
des séquences homologues.

Il faut dans un premier temps déterminer les famsibiochimiques des antigenes protecteurs
connus. On suppose que c’est le disfonctionnemenedonction physiologique importante
qui est a l'origine de I'effet délétere. Il s’agibnc ensuite de rechercher les protéines reliées a
des fonctions homologues dans d’autres espéces.

En se basant sur le méme principe, I'exploitati@n séquences conservées entre
especes pourrait peut-étre permettre d’isoler s loandidats vaccinaux.

Malheureusement, a I'heure actuelle, les fonctidmschimiques des antigénes
vaccinaux sont rarement connues, et peut d’étudeles séquences d’ADN homologues ont
été meneées.

Le développement de vaccins anti-arthropodes eamiski prometteur qu’il semblait

I'étre il y a quelques années ? Les difficultéscrarirées par les équipes de recherche, et les
nombreuses incertitudes qui persistent permettentabuter.
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Annexe 1 : phylogénie des Trypanosomes

GENRE | Trypasonoma

SECTION Stercoraria Salivaria

SOUs- Megatrypanum Herpetosoma Schizotrypanum DuttonellaNannomonas Trypanozoon Pycnomon

GENRE

T.(M.) theileri T.(H.) lewisi T.(S.) cruzi T.(D.) vivax T.(N.) T.(T.) brucei T.(P.) suis

T.(H.) musculi congolense T.(T.) b. brucei
T.(H.) rangeli T.(N.) simiae T.(T.) b. rhodesiensg

ESPECES T.(T.) b. gambiense

T.(T.) equiperdum
T.(T.) evansi

(D. Cuisance)
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Annexe 2 : cycles de développement des trypanosdares|’organisme des glossines

The Parasites

Figurc 12. Patterns of life cycles of tiypanosomatid flagellates in insccr hosts, illustrating their
cvolution. Arrows indicate sites of development and the release of final infective stages: posterior
station in A-C, anterior station in C-F (cysts in A, metatrypanosomes in B-F). A, Blastocrithidia,
specific insect parasite. Stercoraria: B, Trypenosoma eruzi; C, T rangeli. Salivaria: D, T vivax; E, T
congolense, ¥, T brucei.

Abbreviations: f = drop of facces containing infective stages (cysts/ meratrypanosomes); hg = hindgur;
hx = hypopharynx; mg = midgur; pm = peritrophic membranc; pr= proboscis; £=recium; s = salivary
glands.- ‘

Courtesy of Academic Press, from Hoare, 1967, Advances in Parasitology, Volume 5.
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Annexe 3 : trypanocides et trypanopréventifs vageres

Produit Dénominations Activité : Trypanosomes | Animaux | Solutions | Doses Voies Remarques
commerciales C=curatif sensibles traités (p.100) d’administration
P=préventif
Mélarsomine Cymélarsan C T. brucei Camélidés 0,25 SC ou IM Soluble dans I'ealu
Equides 0,5 |mglkg froide
Canidés
Bromure Ethidium C/IP T. vivax Bovidés et IM Soluble dans I'eau
d’homidium PO s tiede
2,5 1 mg/kg
Equidés
T. congolense
Chlorure Novidium C T. vivax Bovidés IM Soluble dans I'eau
d’homidium Peits 2,5 1 mg/kg tiede
T. congolense | minants
Isométamidium Trypamidium C/IP T. vivax Bovidés et IM ou IV Aux doses
Samorin P s prophylactiques
Veridium 0,25a1l (0,5 a 1 mg/kg):
Equidés 1 mg/kg protection de 2 a 4
T.congolense | Canidés mois
T. brucei Camélidés
Diminazéne Berenil C T. congolense | Bovidés et 3,5mg/kg | SC ou IM Soluble dans I'eal
Veriben T. vivax P s froide
Trypazene 7
Ganaseg Equidés 7 mg/kg
Trypan T. brucei Bovidés IM
Sulfate de Antrycide C T. vivax Bovidés SC Soluble dans I'eau
quinapyramine | (sulfate) T. brucei Ejer;'itrs]ams 10 5 mgl/kg froide
Trypacide T. congolense | canidés Résistances
(sulfate) Camélidés
Quinapyramine | Antrycide prosalt P T. vivax Bovidés SC Protection de 2 a3
(sulfate + Trypacide prosalt T. brucei ﬁjer;'itrs]ams 10 0,5 mois
chlorure) T. congolense | gquidés mi/10kg Résistances
Camélidés

(CIRAD, 2003)
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Annexe 4 : tableau récapitulatif des essais d’imsation présentés en premiére partie

Equipe de Espéce Parasite cible Extrait utilisé Résultats
chercheurs |immunisée pour
'immunisation
Trager, 1939 Cobaye Dermacentor variabilis | Extraits larvaires Résistance a l'infestation
Alger et Cabrera,| Lapin Anopheles stephensi Intestins de  moustigueAugmentation de la
1972 homogénéisés mortalité
Sutherland et Lapin Aedes aegypti Homogénat d’'adultes entier&écondité réduite de 31%,
Ewen, de moustiques mortalité non affectée
1974
Brossard, Bovin Boophilus microplus Antigénes  de glande$roduction d’anticorps,
1976 salivaires résistance a 'infestation
Schlein et Lewis,| Lapin Stomoxys calcitrans (A), | (i)cuticule et cellules (A)Mortalité  augmentée,
1976 Glossina morsitans (B) | adhérentes de I'hypodermeparalysies des membres pu
(i)muscles thoraciquesdes ailes, difficultés a se
(iitissus abdominaux, (iv)nourrir
bourgeons ailiers deg(B)Mortalité augmentée
S.calcitrans. pour (i), (iv)
Allen et Cobaye Dermacentor andersoni | Tube digestif et organehute de ponte, pas
Humphreys, reproducteurs d’éclosion de larves viablgs
1979 Tous les organes internes | Gorgement et oviposition
impossibles
Ackerman et al., | Rat Dermacentor variabilis | Extraits de tissus d’appare|lé\ttachement retardé, baisse
1980 digestifs du poids des tiques
gorgées, baisse des
performances de
reproduction
Wikel, Cobaye Dermacentor andersoni | Antigénes  de glandeRéduction significative du
1981 salivaires poids des tiques apres
gorgement, réduction du
nombre de larves
McGowan et al., | Bovin Amblyomma americanun] Homogénat d’adultes entierBaisse du poids des
1981 de tiques femelles gorgées
Kaaya et Alemu, | Lapin Glossina morsitans Extraits bruts de mouches Baisse de fécondit§ et
1982 morsitans augmentation de la
mortalité des pupes
Kaaya et Alemu, | Lapin Glossina morsitans Trypsine de tsé-tsé Augmentation significative
1984 morsitans de la mortalité, diminution
du poids des pupes
Otieno, Vundla et Lapin Glossina morsitans Extraits bruts de protéaspActivité trypsine/protéasg
Mongi, morsitans du tube digestif VI diminuée. Problemes de
1984 digestion du repas de sang
chez certaines mouches.
Pas d'augmentation de [la
mortalité.
Mongi et al., Lapin Rhipicephalus Antigenes de  femellesDurée du repas de sang
1986 appendiculatus entiéres augmentée, mais poids
final non modifié
Johnston et al., | Bovin Boophilus microplus Extraits de femelles adultes Charge parasitaire itedu
1986 de 70%
Desquesnes et | Bovin Boophilus microplus Antigénes intestinaux Augmentation de la
Vion, 1987 mortalité, gorgement
incomplet, rupture du tube
digestif
Pruett et al., Bovin Hypoderma spp Hypodermine A Augmentation de la
1987 mortalité
Munn et al., Ovin Haemonchus contortus | Contortine réduction de 78% de |la
1987 charge parasitaire et de |la
production d’ceufs
Wikel, Cobaye Amblyomma americanum.Fragments de la bordure gRoids des femelles gorgées
1987 brosse des intestins réduit jusqu'a 69,8%
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mortalité des tiques de 37,5
a 71,5%.

Opdebeeck et al|, Bovin Boophilus microplus Immunogenes du tractufRéduction de linfestation
1988 digestif ou combinaisonde 87 et 80%, productign
d’'antigenes du tube digestifi’ceufs diminuée de 95 gt
et du ganglion nerveuxX1% respectivement
céphalique
Ramasamy et all Lapin Aedes aegypti (i) téte et thorax; (i) Fécondité réduite, pas de
1988 intestins ;  (iii), reste demodification de la mortalit¢
I'abdomen.
Willadsen et al., | Bovin Boophilus microplus Bm86 Réduction de la charge
1989 parasitaire, réduction
considérable des
performances de
reproduction
Banerjee et al., | Bovin Hyalomma anatolicum | Antigénes  de glandesAugmentation significative
1990 anatolicum salivaires du temps de gorgement |et
diminution du poids des
tiques gorgées, diminutign
des performances de
reproduction
Wong et Bovin Boophilus microplus Extraits de  membraneProduction d’ceufs réduite
Opdebeeck, larvaire de 78%
1990
Desquesnes, Lapin Glossina fuscipes fuscipedntestins ou jabotsAugmentation
1990 homogénéisés statistiquement
significative de la mortalit¢
hebdomadaire
Ratzlaff et Wikel,| Souris Polyplax serrata Immunogenes de poux charge parasitaire/ poids de
1990 I'héte réduit de 62%
Essuman et al., | Bovin Rhipicephalus Immunogéenes solubles [gPoids des tiques gorgées
1991 appendiculatus partiellement purifiés de laréduit, viabilit¢ des oceufs
membrane du tube digestifliminuée
de femelles
Tembo et Lapin Amblyomma. hebraeum etHomogénats de nymphes Résistance a l'infestatign
Rechav, A. marmoreum
1992
Tellam et al., Bovin Boophilus microplus Bm 86 Réduction de la population
1992 parasitaire de 90% sur upe
génération
Ramasamy et al.| Lapin Anopheles tessellatus, | (i) téte et thorax; (ii}j Augmentation de la
1992 Cx.quinquefasciatus intestins ;  (iii), reste demortalité de
'abdomen dAnopheles Cx.quinquefasciatus, pour
tessellatus les fractions(i) et (ii).

Production d'ceufs de
A.tessellatus réduite,
Baisses de fécondité de
15% pour(i), 20%pour (ii
et 23% pour (iii)

East et Eisemann,QOvin

Lucilia cuprina

Péritrophines 95, 48, 44

einhibition de la croissange

1993 30 larvaire in vivo et in vitro
mais pas d’augmentatign
de la mortalité des larves
Vivo.

Opdebeeck et | Chat Ctenocephalides felis felisIntestins de puces Aucune différence |de

Slacek, charge parasitaire ou de

1993 fécondité, malgré titres gn
Ac élevés

Munn et al., Ovin Haemonchus contortus | H11 Réduction du poids de [a

1993 charge parasitaire de 72| a
89%, production d’'oeufs
réduite de 92%.

Kimaro et Bovin Boophilus microplus Immunogenes du tractufRéduction de la charge

Opdebeeck, digestif parasitaire de 82% a 91%

1994

Smith et al., Ovin Haemonchus contortus | H-gal-GP Réduction de la charge

1994 parasitaire de 72% et du

nombre moyen d’ceufs par
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gramme de féces de plus|de
93%

Desquesnes, Bovin Tabanus importunus Broyat d'intestins moyensAugmentation de la durée

1997 de taons a jeun moyenne de survie

Lal et al., Cobaye Aedes gambiae Lysats intestinaux Réduction de la fécondgité

2001 et de la durée moyenne de
survie

Tellam et al., Ovin Lucilia cuprina Péritrophine 55 Inhibition de la croissarice

2003 larvaire de 51 a 66%
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Annexe 5 : analyses statistiques du challenge 0

Taux de mortalité

JJPO/TO 1J0/TO IPO/TO
€ 0,012906181 0,03133042 0
Cumul de ponte
JJPO/TO 1J0/TO IPO/TO
ml 160 154,8 156,5
m2 157,3 157,3 157,3
521 512 312,9 161, 7
S22 284,9 284,9 284,9
t'0 0,149 0,204 0,075
K' 1,592 5,986 5,575
k 2 6 6
T 4,303 2,447 2,447
Taux de ponte
JJPO/TO 1J0/TO IPO/TO
ml 174,1 174,1 174,1
m2 177,9 171,7 174,7
s?1 201,5 201,5 201,5
S22 474,3 405,7 92,4
t'0 0,224 0,194 0,069
K' 1,448 5,390 5,273
k 1 5 5
T 12,706 2,571 2,571
Poids moyen des pupes
JJPO/TO 1JO/TO IPO/TO
ml 23,8 23,8 23,8
m2 24,1 23,6 23,9
s?1 0,3 0,3 0,3
S22 0,2 1,3 0,3
t'0 0,654 0,310 0,243
K' 0,703 0,299 0,749
k 1 1 1
T 12,706 12,706 12,706
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Annexe 6 : analyses statistiques du challenge 1

Taux de mortalité

JIP1/T1

1J1/T1

IP1/T1

0,206848039

0,033607513

0,010136191

Cumul de ponte

JIP1/T1 1J1/T1 IP1/T1
ml 191,5 177,5 192,3
m2 211 211 211
s21 2380,5 2757, 7 1405,6
S22 376, 7 376, 7 376, 7
t'0 0,544 1,196 0,885
K' 1,162 3,804 4,500
k 1 4 5
T 12,706 2,776 2,571
Taux de ponte

JIP1/T1 1J1/T1 IP1/T1
ml 225,9 225,9 225,9
m2 210,1 193,7 206,4
sl 371,2 371,2 371,2
S22 1717 2415,4 1331,0
t'0 0,512 1,219 0,945
K' 1,223 3,900 4,552
k 1 4 5
T 12,706 2,776 2,571
Poids moyen des pupes

JIP1/T1 1J1UT1 IP1/T1
ml 24,2 24,2 24,5
m2 25 25 25
sl 1,3 0,8 0,8
S22 0,7 0,7 0,7
t'0 0,916 1,391 0,864
k' 1,567 5,957 5,966
k 2 6 6
T 4,303 2,447 2,447
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Annexe 7 : analyses statistiques du challenge 2

Taux de mortalité

JIP2/T2 1J2/T2 1P2/T2
€ 0,025280026 0,161413854 | 0,21195098
Cumul de ponte

JIP2/T2 1J2/T2 1P2/T2
ml 184,5 180,5 169
m2 201,8 201,8 201,8
s21 112,5 2692,3 1946
S22 1733,6 1733,6 1733,6
t'0 0,781 0,640 1,081
K' 3,645 5,731 5,980
k 4 6 6
T 2,776 2,447 2,447
Taux de ponte

JIP2/T2 1J2/T2 1P2/T2
ml 223,5 223,5 223,5
m2 199,4 201,2 191,1
sl 1200,9 1200,9 1200,9
s22 30,4 2845,9 1851,1
t'0 1,356 0,701 1,172
K' 3,286 5,149 5,739
k 3 5 6
T 3,182 2,571 2,447
Poids moyen des pupes

JIP2/T2 1J2/T2 1P2/T2
ml 24,1 24,2 24,4
m2 25,1 25,1 251
sl 1,5 2,6 2,9
s22 0,6 0,6 0,6
t'0 1,023 1,073 0,703
k' 1,402 4,231 4,120
k 1 4 4
T 12,706 2,776 2,776
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Annexe 8 : analyses statistiques du challenge btk

Taux de mortalité

1J0/131 [130/1J2 [1J1/132 |IPO/IP1 [IPO/IP2 |IP1/IP2 |TO/T1 |TO/T2 | T1/T2 |JJP0/JJP1 | JJPO/JIP2 | JIP1/JJP2

€ 0,377| 0,085]| 0,291| 0,357| 0,022]| 0,334]| 0,414 0,237 | 0,175 0,127 0,281 0,153
Cumul de ponte

130/131 |1J0/1J2 [1J1/1J2 (IPO/IP1 | IPO/IP2 | IP1/IP2 | TO/T1 | TO/T2 | T1/T2 |JJIP0/JJP1 | JJPO/JIP2 | JIP1/JJP2
ml 177,5| 180,5| 180,5| 192,25 169 | 192,25 211 | 201,75 211 191,5 160 191,5
m2 | 154,75 | 154,75 | 177,5 156,5 156,5 169 | 157,25 | 157,25 | 201,75 160 184,5 184,5

2757,
sl 71 2692,3| 2692,3 | 1405,6 1946 | 1405,6| 376,7| 1733,6| 376, 7 2380,5 512 2380,5
2757,

S22 312,9| 3129 7| 161,7| 161,7 1946 | 284,9| 284,9| 1733,6 512 112,5 112,5
t'0 0,821| 0,939| 0,081 1,806 0,544 0,803| 4,179| 1,980| 0,402 0,828 1,386 0,198
k' 3,663 | 3,193 36,912 1,661 5,509 3,735| 0,717 | 1,514 | 7,449 1,207 0,721 5,043
k 4 4 6 4 3 6 6 4 4 1 1 1
T 2,776 | 2,776 | 2,447 2,776 3,182 2447 2447 | 2,776 | 2,776 12,706 12,706 12,706
Taux de ponte

1J0/131 | 130/132 |131/132 |IPO/IP"1 | IPO/IP2 | IP1/IP2 | TO/T1 | TO/T2 | T1/T2 | JJPO/JJP1 | JJP0O/JIP2 | JIP1/JJP2
ml 192,5| 200,4| 2004 206,1 189,7 206,1 | 225,8| 222,1| 225,8 208,9 199,3 208,9
m2 171,7| 171,7| 1925 174,5 174,5 189,7 | 173,9| 173,9| 222,1 177, 7 177, 7 199,3
S?1 | 2414,1 | 2844,5| 2844,5| 1329,4| 1849,8| 1329,4| 370,5| 1202,3| 370,5 1717,3 30,3 1717,3
S22 405,6 | 405,6| 2414,1 92,3 92,3 | 1849,8 | 200,4| 200,4| 1202,3 472,4 472,4 30,3
t'0 0,783 1,004| 0,216 1,673 0,687 0,581 | 4342| 2,575| 0,184 0,942 1,363 0,323
K' 3,829 | 2,986 | 13,877 1,792 4,362 5,157 ] 0,690 | 1,164 | 16,287 1,061 0,733 3,091
k 4 4 6 4 3 6 6 4 5 2 1 1
T 2,776 | 2,776 | 2,447 2,776 3,182 2447 | 2,447 | 2,776 | 2,571 4,303 1,96 1,96
Poids moyen des pupes

130/131 |130/132 [1J1/132  [IPO/IP1 [IPO/IP2 [IP1/IP2 |TO/T1 |TO/T2 | TU/T2 |JIP0/JJIP1 | JIP0/JIP2 | JIP1/JJP2
ml 24,2 24,2 24,2 24,5 24,4 24,5 25,0 25,1 25,1 24,2 24,2 24,2
m2 23,6 23,6 24,2 23,9 23,9 24,4 23,8 23,8 25,0 24,1 24,1 24,1
sl 0,8 2,6 2,5 0,8 2,8 0,8 0,7 0,6 0,6 1,2 0,3 1,2
S22 1,3 1,3 0,8 0,3 0,3 2,8 0,4 0,4 0,7 0,3 1,5 1,5
t'0 0,760 | 0,578 0,019 1,074 0,591 0,055| 2,502 | 2,833 | 0,183 0,046 0,010 0,043
K' 3,942 | 5,183 | 155,936 2,791 5,073 | 54,219] 1,198 | 1,058 | 16,328 21,416 92,965 23,079
K' 6 5 5 5 4 5 4 6 6 1 1 2
T 2,447 2,571 2,571 2,571 2,776 2571 | 2,776 | 2,447 | 2,447 12,706 12,706 4,303
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