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Partie 1 : Gestion du parasitisme en élevage ovin

1) Présentation du cheptel ovin mondial et particularités francaises

A) La domestication des ovins

Les premiers ossements d’ovins potentiellement domestiques, datés a pres de 11 000 ans avant
Jésus-Christ, ont été retrouvés sur le site préhistorique du Shanidar dans la province d’Ebil au
nord-est de I’Irak actuel. Cependant, il est difficile de déterminer s’il s’agissait réellement d une
domestication ou simplement de I’encadrement de hordes sauvages. Clutton-Brock se base sur
la présence d’ossements de moutons et de chevres sur le site néolithique d’Argissa-Magula en
Grece en 7200 avant Jésus-Christ pour affirmer que ce sont des hommes, les ayant
domestiqués, qui les y auraient amenés (1). En effet, ces espéces n’étaient alors pas indigenes
de la région mais d’Asie Centrale. Cela fait des petits ruminants les premiers animaux de rente

domestiqués.

L’¢élevage ovin, probablement pour la viande initialement, s’est développé en Asie Mineure ou
certains phénotypes lainiers ont été sélectionnés. Puis il s’est répandu sur le pourtour
méditerranéen par 1’intermédiaire des commergants qui circulaient en bateau dans cet espace
prospere. Des analyses d’intégrations rétrovirales au sein de I’ADN de moutons de diverses
races ont permis a Chessa et al. (2) de retracer I’histoire de la domestication du mouton. En
effet, lorsqu’un rétrovirus parvient a intégrer le génome des cellules germinales de son hote —
on le qualifie alors d’endovirus ou de rétrovirus endogene — il se transmet a sa descendance.
Cet évenement est irréversible et il est possible d’identifier les descendants de 1’animal
initialement contaminé. Cela permet notamment d’identifier des groupes qui ont été isolés
puisque les uns auront intégré le rétrovirus depuis plusieurs générations alors que les autres en
seront exempts. Ainsi, des endovirus ont été retrouvés dans le génome de moutons vivant dans
I’ancienne région phénicienne (actuel Liban) ainsi que dans le sud de I’Europe témoignant

d’une circulation desdits moutons entre ces deux régions apres la contamination.

Des études menées sur I’ADN mitochondrial des brebis ont permis de mettre en évidence
plusieurs épisodes de domestication au cours de I’histoire. L’ADN mitochondrial est transmis
a chaque animal par sa mere, il subit quelques altérations et mutations a I’instar de I’ADN
génomique mais permet d’établir des liens de parenté entre individus et d’identifier a quel
moment deux lignées ont divergé. En 1998, Hiendleder et al. étaient parvenus a regrouper les
ADN mitochondriaux des moutons testés en deux lignées maternelles et a identifier un héritage

du moufflon asiatique (Ovis musimon) mais pas de 1’Urial (Ovis vignei boohariensis) ni de
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1’ Aragli (Ovis ammon nigrimontana). Ces deux lignées ont alors été qualifiées d’Européenne
et d’ Asiatique selon la région ou elles étaient trouvées majoritairement. En 2005, Pedrosa et al.
(3) ont identifié une troisiéme lignée maternelle en analysant I’ADN mitochondrial de brebis
turques et Meadows et al, en 2007 (4) ont identifié deux lignees supplémentaires suggérant
qu’au moins cinq groupes de moutons ayant divergé avant domestication ont été
successivement domestiqués. Les mémes conclusions ont été¢ obtenues en étudiant 1’ADN
mitochondrial de porcs ou de chévres soulignant que la domestication ne s’est pas faite en un

seul lieu ni & un seul moment.

B) Répartition mondiale actuelle des ovins

Le cheptel mondial de petits ruminants est difficile a évaluer du fait du manque d’informations
concernant 1’élevage ou la consommation dans certains pays, notamment dans les pays
pratiquant I’autoconsommation comme en Inde. La FAO (Food and Agriculture Organization)
estimait a 2,2 milliards le nombre de petits ruminants élevés dans le monde en 2018 répartis en
1,2 milliard d’ovins et 1 milliard de caprins. Parmi ces animaux une part relativement faible
était destinée a la production laitiere (entre 20 et 30% selon les régions du monde et les pays au
sein de ces régions) tandis que I’essentiel de 1’¢levage était destiné a la production de viande

d’agneau (5).
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Figure 1. Répartition mondiale des ovins en 2010 d’aprés [’étude GLW 3 publiée en 2018 par Gilbert
et al. (6). Le coté de chaque pixel représente 0,083333 degrés (soit environ 10km a [’équateur).

Si historiquement, 1’élevage ovin était centré autour de la mer Méditerranée et en particulier en
Asie Mineure ou la domestication des moutons commenca, on trouve aujourd’hui des moutons

un peu partout sur la planete. La carte dressée par Gilbert et al. (6) en 2018 (Figure 1) montre
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cependant une repartition inhomogéne des populations de moutons. En effet, ceux-ci se trouvent
essentiellement autour de la Méditerranée, en Asie Centrale et au sud de I’Inde avec également
une densité importante (sous-estimeée par le mode de représentation) en Australie, en Nouvelle-
Zélande, en Afrique du Sud, en Argentine et au Chili. La population de moutons au sud du
Sahara est légérement surestimée en proportions mais reste importante. Ces mésestimations
viennent essentiellement du fait qu’un degré de longitude correspond & 58 km environ a Saint-
Pétersbourg contre 111 km a Quito prés de 1’équateur du fait de ’aplanissement de la sphére

terrestre sur la Figure 1.

Dans la plupart des régions du monde, les brebis et les chévres sont elevées en proportions
similaires. L’Europe et 1’Océanie sont des exceptions notables avec une population ovine

respectivement 8 fois et 24 fois plus importante que la population caprine (5).

La production de lait de petits ruminants et en particulier de brebis est une tradition
méditerranéenne (7). Ainsi, en Oceéanie, la quasi-intégralité des brebis est élevée pour la
production d’agneaux tandis qu’en Gréce 93% de brebis sont des brebis laitieres. L’Europe et
1’ Asie Mineure produisent 41,4% du lait de brebis mondial en n’ayant que 27,1% des brebis
laitiéres élevées dans le monde (5). Cette différence s’explique principalement par le rendement
laitier des brebis européennes, deux fois supérieur a la moyenne mondiale. Cela résulte de la
mise en place de schémas de sélection, notamment en France, depuis les années 1950, avec
notamment le développement du contréle laitier ovin ou la démocratisation des inséminations

artificielles (8).

C) Particularités du cheptel ovin francais

Le cheptel ovin frangais comptait environ 7,2 millions d’animaux répartis en un peu moins de
70 000 élevages d’apres le recensement du Service de la Statistique et de la Prospective (SSP)
de novembre 2018 (9). Parmi ces animaux, on trouvait 1,7 million de brebis laitiéres réunies
dans moins de 10% des élevages ; 4,1 millions de brebis allaitantes et 1,3 million d’autres ovins
(y compris béliers). La répartition géographique du cheptel ovin était inhomogéne avec 45%
des animaux dans les deux seules regions Occitanie et Nouvelle-Aquitaine, cette situation étant
plus marquée encore en élevage laitier pour lequel 97% des animaux se trouvaient en Occitanie,

Nouvelle-Aquitaine ou Corse.
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Figure 2 : Répartition des ovins laitiers et allaitants en France au recensement du SSP de
novembre 2016 (10).

La carte publiée par I’Interprofession Bétail & Viande (interbev) a partir du recensement du
SSP de novembre 2016 (10) présente bien cette démarcation nord-sud de 1’élevage ovin en
France (Figure 2). La production ovine, notamment laitiére, est associée a I’utilisation d’un
espace difficilement valorisable autrement, ce qui explique la forte proportion d’élevages
laitiers situés en zone montagneuse (11). Traditionnellement 1’élevage ovin, notamment
francais, est plutdt un élevage extensif avec des systémes pastoraux et herbagers, selon
I’importance des parcours, et relativement peu d’élevage intensif (12). L herbe représente 82%

de la ration moyenne des ovins en France (10).

De nombreux élevages sont des élevages mixtes ovins/bovins avec essentiellement des ovins
laitiers et des bovins allaitants. Cette association, traditionnelle dans le Pays Basque et le Béarn,

représente les deux tiers des élevages d’ovins laitiers dans cette zone géographique (13).

L’¢levage ovin permet une valorisation optimale de I’herbe mais explique I’importance de la
gestion du parasitisme, 1’essentiel des infestations se faisant au paturage. Une étude réalisée en
2002 par Benoit et Laignel (14) estime entre 7 et 12 % la part des frais vétérinaires dans les
charges d’élevages conventionnels francais. Ces valeurs sont en accord avec 1’estimation
réalisée en 2015 par INOSYS Réseaux d’élevage (15). Ces frais sont en grande partie
explicables par la lutte contre les parasites responsables de nombreuses affections en élevage

ovin.
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I1) Parasitisme en élevage ovin

A) Notion de parasitisme

La notion de parasitisme est associée a la nécessité pour un étre vivant d’utiliser les ressources
d’un autre étre vivant pour sa survie, sa croissance, son développement ou sa reproduction. Les
parasites peuvent étre des ectoparasites (vivant a I’extérieur de leur hote) ou des endoparasites
(vivant a P’intérieur de leur hote) intracellulaires ou extracellulaires. lls sont responsables

d’affections plus ou moins importantes.

B) Importance économique du parasitisme en élevage ovin
Les ¢études les mieux renseignées sur I’impact du parasitisme en élevage ovin ont été réalisées

en Australie. L’étude de McLeod et al. (1995) estimait a 222 millions de dollars les pertes
associées au parasitisme en se basant sur des études menées dans les années 1970-1980. Ces
pertes étaient regroupées en trois poles : codts associés au contrdle du parasitisme (81 millions
de dollars soit 36,5%), pertes de production (100 millions de dollars soit 45%) et mortalité (41
millions de dollars soit 18,5%) (16). L’impact économique du parasitisme en Australie a été
revu a la hausse par Sackett et al. en 2006 avec une estimation de 369 millions de dollars (soit
presque 10% du capital total de la filiére ovine d’apres

http://apps.agriculture.gov.au/mla/mla.asp) puis par Lane et al. en 2015 avec une estimation de

436 millions de dollars (17). Le parasitisme est le premier poste de dépenses en santé animale
dans les élevages ovins et codte cing fois plus que la mortalité post-sevrage (18). Ces
estimations prennent en compte les codts associés au traitement, ainsi que les pertes en termes
de production lainiere et carnée. Dans les pays ou la production laitiere est importante, le
rendement laitier et les parametres d’intérét du lait (taux butyreux et taux protéique) seraient a

prendre en considération.

C) Parasitoses majeures des ovins
Les parasites les plus importants en élevage ovin sont sans conteste les helminthes bien que

d’autres parasites comme les coccidies puissent étre responsables de maladies séveres et de
pertes économiques importantes (19). Le terme vernaculaire « helminthes » regroupe des
animaux phylogénétiquement tres différents puisqu’on qualifie d’helminthes 1’ensemble des
vers ronds, appartenant a 1I’embranchement Nematoda, et des vers plats, appartenant a
I’embranchement des Plathelminthes. L’importance pathogéne d’un ver est fonction de sa
fréquence (c’est-a-dire de 1’exposition des animaux) et de son pouvoir pathogéne

intrinseque (Tableau 1).
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On distingue classiquement, au sein des Plathelminthes, la classe des Cestoda (céstodes) et la
classe des Trematoda (trématodes). Parmi les cestodes, le genre Moniezia est de loin le plus
pathogeéne. Les vers ont pour hote définitif le mouton et sont a 1’origine de signes cliniques
résultant de la présence de ténias dans le tube digestif avec notamment des alternances
d’¢épisodes de constipations et diarrhées et une possible entérotoxémie parfois mortelle en cas
d’infestation massive chez des animaux jeunes du fait de 1ésions et de I’inflammation de la
mugqueuse rendant la colonisation par des bactéries anaérobies et le passage sanguin de leurs
toxines plus aisé (20). D’autres cestodes utilisent les ruminants comme hotes intermédiaires et
les parasitent a I’état larvaire. Ces derniers ont souvent un pouvoir pathogéne plus faible. Parmi
les trématodes, on retrouve fréquemment Fasciola hepatica dont la migration des larves dans
le parenchyme hépatique est a I’origine d’une anémie aigué et dont I’établissement des adultes

dans les canaux biliaires peut étre a I’origine de cholangites chroniques.

Les nématodes, ou vers ronds, sont de loin le groupe comprenant le plus d’espéces considérées
comme nuisibles a la santé ou la productivité des ovins (21). La plupart des nématodes infestent
le tractus digestif mais certains sont capables de migrer dans les poumons (comme les
représentants du genre Dictyocaulus). Les principaux nématodes rencontrés en élevage ovin
sont les parasites appartenant au genre Trichostrongylus (par exemple Trichostrongylus axei,
parasite de la caillette, ou Trichostrongylus colubriformis, parasite de 1’intestin gréle),
Teladorsagia circumcincta (parasite de la caillette) et Haemonchus contortus (parasite de la
caillette) (19) (Figure 3).
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Tableau 1: Principaux helminthes pathogénes en élevage ovin, d'aprés (22) (C: Cestodes, N :
Nématodes, T : Trématodes)

Organe-cible

Espeéce(s) parasitaire(s)

Pathogénicité

Caillette

Haemonchus contortus (N)

Forte : Larves et adultes hématophages

Teladorsagia circumcincta (N)

Faible & Moyenne : Larves histophages,

adultes hématophages

Trichostrongylus axei (N)

Forte mais rare: Larves histophages,

Adultes hématophages

Intestin gréle

Trichostrongylus colubriformis (N)

Faible a Moyenne : Larves et adultes

chymivores

Nematodirus spp. (N)

Moyenne & Forte: Larves et Adultes

chymivores

Moniezia spp (C)

Moyenne & Forte : Adultes chymmivores,
irritants, phlogogénes

Gros intestin

Chabertia ovina (N)

Moyenne : Larves et Adultes histophages

Foie

Fasciola hepatica (T)

Forte : Jeunes histophages et Adultes

hématophages

La prévalence du parasitisme gastro-intestinal par des nématodes est généralement trés

importante. Ainsi, 51 a 100% des troupeaux ¢tudiés dans le cadre de 1’étude de Idris et al. (2012)

en Allemagne étaient parasités par des nématodes gastro-intestinaux (23), 73% des élevages
de I’étude de Domke et al. (2013) en Norvege (24) et 100% des élevages de 1’étude de Martinez-

Valladares et al. (2013) dans le Nord-Ouest de 1I’Espagne 1’étaient également (25).

Dans la plupart des publications, les nématodes gastro-intestinaux majoritaires des pays

tempérés sont Trichostrongylus colubriformis et Teladorsagia circumcincta (18, 20, 23, 27)

tandis que dans les pays tropicaux et subtropicaux Haemonchus contortus est le principal

parasite retrouvé (27). Ces différences de répartition découlent de la résistance plus ou moins

importante des formes larvaires externes du parasite en fonction du climat. La revue

d’O’Connor et al. (2006) s’impose en référence concernant I’écologie des formes libres des
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nématodes gastro-intestinaux et montre une résistance moins importante au froid et a la
dessication des larves d’Haemonchus contortus (Figure 3) par rapport aux autres especes
parasitaires. Ces variations quant aux conditions optimales de développement expliquent
¢galement les pics différés d’excrétion fécale d’ceufs des différents nématodes gastro-

intestinaux (28).

G e T. colubriformis —— — @

*-———————— {1 H.co ——®
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Temperature (°C)

Figure 3 : Intervalle de température pour le développement des ceufs embryonnés des
trois espéces de nématodes gastro-intestinaux majoritaires en larves infestantes (L3).
Les températures optimales sont représentées par les intensités de couleur, les traits
pointillés représentent les limites minimale et maximale. D aprés O’ Connor (2006)(28).

Le parametre le plus important concernant la capacité des ceufs embryonnés a contaminer les
hotes semble étre la pluviométrie, nécessaire a la sortie des larves des féces des animaux (28—
30).

Cependant, depuis les dernieres années, Haemonchus contortus semble prendre une place de
plus en plus importante dans les maladies associées aux infestations parasitaires dans des
régions ou il était autrefois peu présent (31) voire totalement absent. Ainsi 1’étude de Lindqvist
et al. (2001) rapporte la présence d’Haemonchus contortus dans 37% des élevages suédois
étudiés, y compris dans des €levages avoisinant le cercle polaire (32). Ce parasite étant le
parasite d’intérét de notre étude expérimentale, il nous semblait important de décrire bri¢vement

les points principaux de I’infestation parasitaire qui lui est associée.
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I11) Focus sur le parasitisme associé a Haemonchus contortus

A) Description du parasite
Haemonchus contortus est un nématode, c’est-a-dire un ver cylindrique, non segmentg,

possédant un tube digestif complet (doté d’une bouche et d’un anus) et présentant un
dimorphisme sexuel marqué. La femelle, d’une longueur d’environ 18 a 30 mm (33), présente
un corps strieé de rouge et de blanc (expliquant sa dénomination anglaise de « Barber Pole
Worm » du fait de la ressemblance du parasite et des enseignes de barbier). Ces deux couleurs
s’expliquent respectivement par la présence de sang dans le tube digestif, Haemonchus
contortus étant hématophage, et par les deux cordons génitaux spiralés de couleur blanche
entourant le tube digestif. Les males sont plus petits (une dizaine de mm) et leur corps est uni.
Contrairement aux parasites du genre Trichostrongylus, les adultes Haemonchus contortus sont

facilement visibles a I’ceil nu (Figure 4).

H contortus male

H contortus femelle

L )

Figure 4 : Dimorphisme sexuel d'Haemonchus contortus.

Haemonchus contortus est un parasite hématophage de la caillette des ruminants et en
particulier des ovins. L’extrémité antérieure de sa capsule buccale est terminée par une lancette

qui permet au parasite d’atteindre les capillaires sanguins de la muqueuse abomasale.

Une de particularités d’Haemonchus contortus est son importante fertilité, estimée a pres de
1300 ceufs par femelle par jour dans la méta-analyse menée par Saccareau et al. (2017) (34). A
titre de comparaison, la fertilité de Teladorsagia circumcincta est dix fois moins importante et
la fertilité des parasites du genre Trichostrongylus cent fois moins importante que celle

d’Haemonchus contortus (35).
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B) Cycle biologique d’Haemonchus contortus
Le cycle biologique d’Haemonchus contortus est un cycle dit monoxéne diphasique (Figure 4).

Cela signifie qu’un seul hote est parasité au cours du cycle et que celui-Ci se déroule en deux

phases : une phase libre (ou exogene) et une phase parasitaire au sens strict (ou endogéne).

1) La phase libre du cycle biologique d’Haemonchus contortus
La phase libre débute avec 1’élimination dans les féces des ceufs pondus par les femelles

Haemonchus contortus et se termine a I’ingestion de larves infestantes L3.

Dans les quelques heures a jour suivant I’excrétion fécale, les ceufs s’embryonnent et éclosent
libérant des larves L1 qui muent rapidement en larves L2. Ces deux stades se nourrissent des
matiéres fécales dont ils sont issus, ils sont trés peu résistants dans le milieu extérieur ce qui
explique un fort taux de mortalité (65 a 100% dans 1’étude in vivo de Coyne et Smith (1992)
menée a différentes températures entre 5°C et 35°C (36)). Les larves L2 évoluent au cours d’une
mue incomplete en larves L3 qui conservent I’exuvie du stade précédent. Cette gaine ne sera
perdue que dans le rumen et protege la larve L3 du milieu extérieur la rendant plus résistante

que les stades précédents.

La durée du développement des ceufs en larves infestantes dépend des conditions de
température et d’humidité (26). Ainsi, Smith et al. (1990) ont montré qu’a 30°C, les ceufs
d’Haemonchus contortus évoluaient en larves infestantes en 3 jours tandis qu’a 10°C, 96 heures
étaient nécessaires pour la seule éclosion des ceufs (37) et que cette méme évolution pouvait se
faire sur plus de 15 jours (38). La particularité des stades libres précoces d’Haemonchus
contortus est leur sensibilité aux températures basses (39) et a la dessication (38).

Apres les deux premiéres mues, la larve L3 utilise les réserves accumulées par les deux premiers
stades larvaires pour migrer hors des maticres fécales ou elle s’est développée. En effet,
prisonniere de ’exuvie de la larve L2, la larve L3 est incapable de se nourrir. Quitter « I’anneau
de répugnance », c’est-a-dire la zone d’herbe entourant une défécation qui ne sera pas
consommeée, est le meilleur moyen d’étre ingérée par I’animal et d’entamer la phase parasitaire

dite « endogéne ».

La migration de la larve L3 est favorisée par I’humidité de I’herbe qui forme une solution de
continuité dans laquelle la larve peut se déplacer. Les larves L3 sont beaucoup moins sensibles
que les stades précédents aux températures basses et si aucun ceuf n’est capable de survivre a

3°C, les larves L3 peuvent survivre plusieurs jours a semaines a cette température. En revanche,
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des températures élevés peuvent étre deléteres aux larves L3 par assechement des patures et de
la larve qui a quitté I’environnement humide des feéces et par augmentation du métabolisme de

la larve qui utilise alors ses réserves plus rapidement (40).

2) La phase parasitaire du cycle d’Haemonchus contortus
La phase parasitaire du cycle commence a I’ingestion des larves L3 par I’héte lors du paturage.

Les larves vont alors passer successivement dans les pré-estomacs du ruminant (rumen, réseau,
feuillet) avant d’atteindre la caillette, futur lieu de résidence des adultes. Lors de leur passage
dans le rumen les larves d’Haemonchus contortus vont rapidement perdre leur exuvie. Ainsi,
I’étude Hertzberg et al. (2002) montre que 90% des larves L3 d’Haemonchus contortus
dégainent dans la premiére heure suivant ’arrivée dans le rumen et que les dernieres larves
dégainent entre 6 et 12h aprés arrivée dans le rumen (41). L’environnement digestif (notamment
le pH) léve Pinhibition des phénoménes endocriniens contrélant la mue. Cette levée
d’inhibition, qui se déroule dans différents organes en fonction du parasite concerné, est souvent
réalisée dans 1’organe précédant 1’organe-cible du ver. Le dégainement est donc dépendant de
conditions physico-chimiques particulieres survenant dans un organe précis et la rapidité du
dégainement des larves d’Haemonchus contortus est cohérent avec le temps passé par ces larves

dans le rumen (42). Certaines larves finissent de dégainer dans la caillette.

Une fois arrivées dans la caillette, les larves L3 pénetrent la muqueuse au sein de laquelle elles
vont rapidement muer en larves L4. Dans la plupart des cas, les larves L4 sortent de la muqueuse
dans les premiéres 48h aprés y avoir pénétré (42) et évoluent en stades 5 dits juvéniles avant de
donner des adultes males et femelles. Cependant dans certains cas particuliers, comme une
charge parasitaire trop importante ou des mauvaises conditions extérieures, les larves L4
peuvent s’enkyster dans la muqueuse abomasale retarder leur développement (on parle alors d’
« hypobiose larvaire »). Ce phénomene est particulierement présent dans les pays froids. Passer
I’hiver dans I’hote est alors un bon moyen d’optimiser la reproduction et de ne pas perdre
d’ceufs a cause d’une gelée trop intense (24). Dans les pays chauds, I’hypobiose hivernale a été
rapportée comme en régression dans une méta-analyse réalisée sur deux périodes séparées de
35 ans (43).

Les adultes présents dans la caillette se nourrissent du sang de 1’hdte en pénétrant les capillaires
abomasaux a I’aide de la lancette terminant leur extrémité buccale. Aprés fécondation, les ceufs
sont excrétés dans les matieres fécales de 1’hdte et deviennent une nouvelle source de

contamination des péatures.
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L’intervalle de temps séparant I’ingestion des larves infestantes et 1’excrétion des premiers ceufs
(en I’absence de phénoméne d’hypobiose) est qualifié de période pré-patente. Cette période pré-
patente dure environ 3 semaines, certaines études ayant trouvé une période pré-patente de 17
jours (44) et d’autres plutot de 21 jours (45).

Migration dans la Développement
mugueuse

d’immatures
digestive > L4 (S5)

Hypobiose

Perte de larvaire

I’exuvie de la
L2

Stade adulte

Male/Femelle

PHASE ENDOGENE

Période prépatente =21 jours L
Ingestion des — o m— p_p — — J_ — - Excretion

larves au paturage fécale d’ceufs

Figure 5: Cycle biologique d'Haemonchus contortus.

3) Cinétique de [’infestation par Haemonchus contortus
Les principales sources de contamination des prairies a la sortie de 1’hiver sont les larves L3

ayant survécu au froid et a la dessication durant I’hiver. Ces larves sont ingérées par les brebis,
aune période ou, juste apres I’agnelage, leur immunité est diminuée. Le premier pic d’excrétion
d’ceufs d’Haemonchus contortus survient un peu moins d’un moins aprés 1’ingestion et les
agneaux alors a peine sevrés servent de multiplicateurs pour le parasite. Pour ces raisons

I’infestation maximale de la pature survient a la fin du printemps et a 1’été (46) (Figure 6).
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Figure 6: Infestation des patures par des les différentes formes libres des nématodes gastro-intestinaux,
d'aprés Abbott et al.(46).

Ce schéma se vérifie particulierement bien pour Haemonchus contortus. La prolificité de ce
parasite lui permet de prendre en importance au cours de la saison de paturage ce qui en fait un
parasite majeur en été comme le montre une étude réalisée sur I’année 2013-2014 par Gonzalez-

Gardufio et al. (47) (Figure 7).
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Figure 7: Pourcentage de larves développées a partir de coprocultures, d'apres Gonzalez-Gardufio
et al. (47).

33



C) Pathogénicité d’Haemonchus contortus
La majorité des signes cliniques associés a I’infestation par Haemonchus contortus est liée au

caractéere hématophage des larves L4, des immatures et des adultes (48). En effet, chaque ver
étant capable de prélever de 30 pL (43) a 50 pL (49) de sang par jour a son hote et de provoquer
des saignements pendant plusieurs minutes aprés repas sanguin (action anti-coagulante de sa

salive), les pertes sanguines peuvent étre considérables en cas d’infestation massive.

Le syndrome anémique associé a 1’haemonchose ovine est plus ou moins visible et marqué
selon I’intensité de I’infestation et le statut de 1’hdte. Le plus souvent, 3 formes d’haemonchose

sont citées (50) :

* 1’haemonchose suraigué : elle touche majoritairement les animaux trés jeunes et naifs a
I’infestation paturant pour la premiere fois des herbages intensément contaminés mais peut
également toucher certaines brebis lors du relachement de I’immunité autour de la mise-bas
(PPRI pour Periparturient Relaxation of Immunity). Les animaux meurent subitement d’une

gastrite hémorragique sévere sans déegradation préalable de leur état de santé.

* I’haemonchose aigué : ¢’est la forme la plus souvent rencontrée, ou du moins la plus souvent
remarquée. Elle se caractérise par une anémie s’installant progressivement a partir de la
deuxiéme semaine suivant 1’ingestion des larves infestantes. Les pertes sanguines stimulent
I’érythropoiése chez tous les animaux infectés (51), mais chez certains d’entre eux,
I’hémorragie abomasale est trop importante et les pertes protéiques et ferriques ne sont pas
compensées ou pas assez rapidement. Les animaux atteints d”haemonchose aigué limitent leurs
mouvements, semblent fatigués et essoufflés. Leurs muqueuses palissent progressivement et ils
peuvent présenter des cedémes en régions déclives notamment en région infra-mandibulaire

(dite « de I’auge ») du fait de I’hypoprotéinémie associée a la perte de sang.

Le « bottle jaw » traduit en francais par « signe de la bouteille », n’est pas pathognomonique
mais est souvent évocateur d’une haemonchose aigué (Figure 8). Il est causé par la diminution
de la digestion des protéines alimentaires et microbiennes du fait de I’augmentation du pH
abomasal causée par la destruction de cellules pariétales de la caillette sécrétrices d’acide
chlorhydrique (HCI) a I’origine d’une moindre activation du pepsinogéne en pepsine. Par
ailleurs, I’infestation est responsable d’une augmentation de la permeéabilité intestinale a

I’origine de fuites protéiques.
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Figure 8 : (Edeme de l'auge, classiquement
associé a la forme aigué de I'haemonchose
ovine.

* I’haemonchose chronique : elle est moins souvent remarquée car beaucoup plus insidieuse
mais elle est responsable de la majorit¢ des pertes économiques liées a I’infestation par
Haemonchus contortus. L’action spoliatrice continue des parasites entraine une mobilisation
importante de la moelle osseuse et du foie ce qui entraine un surcolt métabolique. Cette forme
est responsable d’une diminution du gain moyen quotidien (GMQ) attendu des agneaux, d’une
altération de la quantité et de la qualité de la laine (52), d’une diminution de la production
laitiére (53) ainsi que d’une diminution du rendement carcasse car les animaux deviennent

cachectiques.

La migration des larves L4 et la spoliation sanguine de la muqueuse abomasale par les derniers
stades larvaires et les adultes sont également responsables d’une inflammation locale
caractérisée par une congestion, une hyperhémie, une hypersécrétion de mucus, un
épaississement de la muqueuse et un cedéme de la sous-muqueuse. De petits ulceres, formés
aux points de fixation des vers peuvent également étre observés a 1’examen nécropsique ainsi
que des nodules blanchatres témoignant de la présence de larves enkystées. Tout cela peut avoir
un effet délétére sur le fonctionnement de la caillette avec notamment une modification de la
perméabilité de la muqueuse, des troubles de la motricité et une altération des fonctions
sécrétoires a 'origine d’une réduction de la dégradation des protéines alimentaires et

microbiennes renforcant 1’apparente malnutrition des animaux (50, 54).
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D) Diagnostic de I’haemonchose ovine
1) Diagnostic epidémio-clinique
En élevage ovin, I’apparition de symptomes tels que 1’cedéme de 1’auge ou une paleur anormale

des muqueuses quelques semaines apres [’arrivée au paturage doit faire penser a
I’haemonchose. Les agneaux expriment généralement des signes cliniques plus marqués et plus
préecocement que les adultes. Cependant les signes cliniques associés a I’haemonchose ne sont
en aucun cas pathognomoniques et peuvent étre provoqueés par une malnutrition chronique ou

d’autres helminthiases (fasciolose ovine par exemple) (55).

L’utilisation du FAMACHA® (FAffa MAlan CHArt) du nom du Dr Frangois Malan qui I’a
développé, permet une estimation de la sévérité de I’anémie des animaux (Figure 9). Ce test
consiste en la comparaison de la couleur des muqueuses des animaux avec un nuancier gradué
correspondant & un hématocrite. Le nuancier ne compte que cing couleurs ce qui rend les cing
catégories du FAMACHA® parfois insuffisantes mais il permet tout de méme de repérer les
animaux les plus séverement atteints et de les traiter en priorité (56-58). Cependant les animaux

sont généralement repérés aux stades 4 et 5 lorsque leur hématocrite est déja séverement

diminué (<17%).
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Figure 9: Utilisation du FAMACHA®pour la caractérisation
de [’anémie chez les petits ruminants.
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2) Diagnostic nécropsique
Le diagnostic nécropsique est particuliérement intéressant en cas de mortalité souvent liée a un

infestation massive sur des animaux fragiles. La nécropsie doit étre réaliser le plus rapidement

possible apres la mort de 1’animal.

Un examen de la caillette permettra de mettre en évidence les lésions associées a
I’haemonchose : congestion exsudative et foyers hémorragiques. Si la nécropsie est réalisée
suffisamment précocement, des adultes Haemonchus contortus, dont I’apparence est facilement
reconnaissable, pourront étre identifiés immédiatement confirmant de facon certaine

I’haemonchose.

3) Diagnostic de laboratoire

a) La coproscopie
En I’absence de mortalité et d’examen nécropsique, des techniques de laboratoire réalisées sur
animaux vivants peuvent étre réalisées. Parmi celles-ci, la coproscopie est de loin I’examen le
plus effectué en pratique courante pour caractériser 1’infestation des animaux ou, indirectement,

I’infestation des patures.

Plusieurs méthodes de coproscopie existent mais la plupart sont des variations de la procédure
de McMaster qui consiste en la quantification des ceufs sur une lame de McMaster aprés
flottation dans une solution de densité supérieure a celle de I’eau comme de 1’iodo-mercurate
de potassium, du sulfate de magnésium (59) ou une solution sursaturée en chlorure de sodium
(NaCl) (60). Les méthodes par flottation sont particuliérement adaptées aux ceufs de nématodes
ou de cestodes, pour les ceufs de trématodes des méthodes par sédimentation peuvent étre
utilisées.

Les techniques de flottation présentent 1’avantage d’étre assez simples d’utilisation et
relativement peu onéreuses (59). Toutefois, la réalisation d’une coproscopie par animal dans un
élevage peut représenter un obstacle financier certain. Choisir quelques animaux au hasard dans
I’¢élevage en espérant qu’ils soient représentatifs de I’ensemble est extrémement risqué. En effet,
cela reviendrait a considérer que tous les animaux sont susceptibles de s’infester de la méme
manicre et qu'une méme charge infestante sera responsable d’une méme production d’ceufs.
Or, d’une part, la répartition des larves sur le paturage n’est pas forcément homogene, d’autre
part les animaux n’ont pas nécessairement le méme « anneau de répugnance » et donc pas les
mémes risques d’ingérer des larves infestantes. De plus, au sein méme d’expérimentations
contrélées avec un nombre précis et égal de larves ingérées, tous les animaux n’auront pas la

méme excrétion fécale d’ceufs. La répartition des strongles gastro-intestinaux est dite « sur-
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dispersée », cela signifie que la majorité des animaux est relativement peu infestée par rapport
a quelques animaux portant 1’essentiel du fardeau parasitaire (61, 62). La répartition des
comptages d’ceufs et des charges parasitaires suivent alors une distribution log-normale ou une
distribution gamma (63, 64) dont la fonction de densité est représentée par une cloche

asymeétrique de pente plus forte sur la gauche et plus évasee sur la droite (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation de I'excrétion fécale d'oeufs de nématode en
fonction de la charge parasitaire. D'aprées Bischop et Stear (2000) (63).

De fait, plutot qu’un échantillonnage aléatoire, les pratiques courantes privilégient une
coproscopie de mélange a partir de 10 a 15 animaux. La représentativité de la coproscopie de
mélange réalisée a partir des féces de 15 animaux a été validée par Bonnefont et Canellas (2014)

a I’aide du protocole présenté en figure 11 (60).
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Figure 11 : Méthode de coproscopie de mélange pour la détermination de I'excrétion fécale
d'eeufs d'un troupeau. Bonnefont et Canellas (2014) (60).

Les ceufs de nématodes, de forme oblongue, sont difficiles a discriminer les uns par rapport aux
autres. Seuls les ceufs de Nematodirus spp se distinguent par leur grande taille : 200 um / 80
um soit deux fois plus long et large que les ceufs des autres nématodes (Figure 11) (65). De ce
fait, la coproscopie par enrichissement, que ce soit par flottation ou sédimentation, permet une
analyse quantitative des ceufs de strongles excrétés dans les féces mais pas une caractérisation
des genres et espéces présents dans 1’élevage. Cependant, du fait de la prolificité d’Haemonchus
contortus et des signes de diarrhée associés aux autres nématodoses, en cas d’infestation
importante, un comptage d’ceufs dans les matieres fécales €levé sans diarrhée associée peut €tre

un signe d’appel pour intégrer I’haemonchose dans un diagnostic différentiel.
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Figure 12: Morphologie des ceufs de strongles digestifs : (A) Morphologie courante des
ceufs de trichostrongles , (B) Morphologie des ceufs de Nematodirus spp.

Cette différence de prolificité entre les différentes espéces de nématodes rend 1’interprétation
des comptages d’ceufs dans les matieres fécales correctible. Ainsi dans une étude de 1998,
Cabaret et al. ont montré une association assez forte (r=0,62) entre I’excrétion fécale d’ceufs et
la charge parasitaire de I’animal évaluée par nécropsie, les deux variables ayant été log-
transformées au préalable (Figure 13), mais cette association devenait vraiment trés importante
(r=0,8) lorsque le pourcentage d’Haemonchus contortus parmi les strongles gastro-intestinaux
était pris en compte (35). Ce résultat est confirmé par les études de Rinaldi et al. (2009) et
Gonzalez-Gardufio et al. (2013) montrant que dans les infestations mixtes, les meilleurs

coefficients de Pearson sont toujours ceux associes & Haemonchus contortus (66, 67).

Worms

100000

10000

1000

100
10 L 1 11l | R (OO A O 1 | Y e I B K L S O B B B 5 |
1 10 100 1000 10000
Eggs
Lambs Al + Lambs Av * Lambs To X  Lambs Mau
O Ewes Al O Ewes Mor & Goats To O Goats Mau

Figure 13 : Corrélation entre I'excrétion fécale d'ceufs et la charge parasitaire mise en
évidence par la méta-analyse de Cabaret et al. (1998).
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La coproscopie de mélange est de fait un examen particuliérement appropri¢ a 1’estimation de
I’état d’infestation par Haemonchus contortus bien qu’elle ne donne un reflet que de la

population adulte et reproductrice des nématodes.

b) La coproculture
La coproculture, ou culture larvaire, consiste a incuber les matiéres fécales d’un animal ou d’un
ensemble d’animaux dans un milieu propice a 1’éclosion des ceufs de strongles gastro-
intestinaux et au développement des individus jusqu’au stade de larves infestantes L3,
récupérées a 1’aide d’un appareil de Baermann. Ces larves, contrairement aux ceufs, seront
identifiables au microscope en fonction de criteres morphologiques et morphométriques
(longueur de la queue, forme de la téte, caractere réfringent du corps) (68) par des

helminthologues qualifiés.

La coproculture fournit des informations sur les ceufs qui étaient présents dans les maticres
fécales du ou des animaux mais ne renseigne pas parfaitement sur la proportion des especes
composant le fardeau parasitaire du fait de la différence de fécondité des différentes especes,
en particulier de la fécondité importante d’Haemonchus contortus. Par ailleurs, les conditions
de culture peuvent étre plus ou moins favorables a une espece et biaiser les résultats obtenus
(26, 33).

La coproculture est réalisée dans des laboratoires spécialisés et est assez peu utilisée en

pratique, ne serait-ce qu’en raison du temps nécessaire au développement des larves.

c) Les méthodes immunologiques
Les méthodes immunologiques directes consistent en la détection d’un antigéne parasitaire dans
le sang ou les feces de I’hote. Cependant, certains motifs antigéniques peuvent étre partagés par
différents parasites ou différer entre les stades larvaire, immature et adulte rendant ces méthodes
peu fiables (69).

De la méme manicre, les méthodes immunologiques indirectes reposent sur la détection d’un
anticorps produit par 1’hdte contre 1’agent pathogeéne par heémagglutination indirecte,
immunofluorescence ou ELISA mais présentent I’inconvénient de ne pas permettre 1’estimation
de la charge parasitaire ni méme de différencier une infestation passée d’une infestation en

cours (33).

Ces méthodes sont assez peu utilisées en pratique.
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d) Les meéthodes biochimiques
Outre la mesure de I’hématocrite qui permet de caractériser 1’anémie des animaux lors
d’infestations a Haemonchus contortus, le dosage du pepsinogéne ou de la gastrine dans le sang
de ceux-ci peut renseigner 1’expérimentateur sur 1’état d’altération de la muqueuse abomasale.
En effet, Berghen et al. (1993) ont proposé 1’hypothése que la présence de strongles gastro-
intestinaux dans la caillette pourrait stimuler les cellules G responsables de la synthése de
gastrine qui stimule la synthése de pepsinogeéne et la sécrétion d’acides par les cellules
pariétales. Les cellules pariétales étant abimées par les parasites, la sécrétion d’acide ne pourrait
pas se faire correctement, résultant en une hausse du pH de la caillette aboutissant a une
diminution du clivage acide du pepsinogéne en pepsine. Le pepsinogéne en exces, pénétrant la
circulation sanguine a la faveur des bréches créées par les parasites pendant leur repas serait

alors détectable par prélévement sanguin.

Cette méthode, bien que séduisante, est qualifiée par les auteurs mémes de 1’étude comme trop

peu spécifique pour pouvoir étre utilisée en pratique (70).
e) Les méthodes moléculaires

Dans les dernieres années, des méthodes de biologie moléculaire comme la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) ont été utilisées pour I’identification de parasites et le
diagnostic de certaines parasitoses, notamment de 1’haemonchose a partir de matieres fécales
ou de coprocultures (71). Ces méthodes restent relativement onéreuses et ne sont pas exemptes
de biais ou de problémes, notamment la présence d’inhibiteurs de PCR dans les féces.
Cependant elles semblent prometteuses et devraient prendre plus d’importance dans les années

a venir.

De la méme maniere, des méthodes de métagénomique ou de pyroséquencage ont été

développées afin d’identifier les ceufs de nématodes (71).

A ce jour, le comptage d’ceufs dans les matiéres fécales reste le meilleur indicateur quantitatif

et le diagnostic nécropsique le meilleur moyen d’identifier les parasites en pratique courante.
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IV) Lutte contre les strongles gastro-intestinaux : emphase sur Haemonchus
contortus.
L’infestation parasitaire est la résultante de la rencontre entre un parasite en capacité d’infester

et un hote susceptible d’étre parasité dans un environnement propice au développement du
parasite au cours de sa phase libre (cf 1.111.B.1) et au paturage de I’hote.

C’est sur les trois éléments de la triade Hote/Parasite/Environnement et sur leurs interactions
que reposent toutes les stratégies naturelles ou anthropiques de lutte contre les parasites (Figure
14).
Les stratégies anthropiques de lutte reposent globalement sur trois axes :

- Eliminer les strongles gastro-intestinaux,

- Tarir les sources de contamination,

- Augmenter la résistance, la résilience et/ou la tolérance de 1’hote (72).

Immunité innée, statut physiclogique
Mutrition, &tat corporel

PARASITE

Cunmmmatlun de la péture
Survie des larves (climat,
prédateurs)

Strongicides medicamenteusx
Anthelmintigues non medicamenteux

Figure 14 : Différents leviers d'action associés aux trois éléments de la triade Hote/Parasite/Environnement.
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A) Actions de lutte contre le parasitisme se concentrant sur le parasite
1) Utilisation de strongicides médicamenteux
a) Les familles de molécules anthelmintiques utilisables en France

L’introduction de la phénothiazine (dont les dérives seront par la suite utilises comme
neuroleptiques) en tant qu’anthelminthique en 1940 a marqué le début de la lutte chimique
contre les helminthes. Par la suite, d’autres molécules ont été développées mais 1’arsenal
thérapeutique helminiticide en général et nématicide en particulier reste assez restreint. En
médecine vétérinaire, seules 5 familles pharmacologiques sont actuellement utilisables en

France pour le traitement des strongyloses gastro-intestinales :

- les benzimidazolés et pro-benzimidazolés,

- les imidothiazolés,

- les salicylanilides,

- les lactones macrocycliques, divisées en avermectines et milbémycines,

- les dérivés d’amino-acétonitrile.

i) Les benzimidazolés et pro-benzimidazolés

La différence principale entre benzimidazolés et pro-benzimidazolés réside dans la nécessité

d’une métabolisation par I’hote aprés administration par voie orale pour activer ces derniers et

leur conférer leurs propriétés nématicides.

A la suite du thiabensazole, découvert en 1961 et introduit sur le marché du médicament
veétérinaire en 1963 (73), de nombreuses molécules appartenant a la famille des benzimidazolés

ont été développées (74).

Tous les benzimidazolés et pro-benzimidazolés fonctionnent sur le méme principe. Ce sont des
inhibiteurs de la synthese des microtubules (73). En se fixant sur la p-tubuline, ils inhibent la
formation d’hétérodiméres d’o-tubuline et de B-tubuline et empéchent 1’élongation des
microtubules, ne laissant d’autre choix a ceux-ci que de se dépolymériser (Figure 15). Ces
microtubules ayant des réles a jouer dans les transports cellulaires, la multiplication cellulaire
ou encore le maintien de la forme de la cellule, leur disparition est a I’origine d’une mort

cellulaire rapide.
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Bien que les tubulines soient des molécules ubiquitaires chez tous les eucaryotes, les
benzimidazolés montrent une affinité plus forte avec les tubulines des helminthes et sont assez
sirs d’utilisation (73) aux doses utilisées. lls ont une activité ovicide, larvicide et adulticide
pour la plupart et une activité sur les larves L4 dans la muqueuse peut exister bien qu’elle soit

moins importante (75).
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Figure 15 : Action des inhibiteurs de microtubules tels que les benzimidazolés sur la
polymérisation des microtubules. D'apres Lancey (1990).

Actuellement 5 benzimidazolés sont utilisables en médecine vétérinaire. Certains d’entre eux
sont interdits d’utilisation sur les femelles en lactation, d’autres sont autorisés mais soumis a

des temps d’attente lait (Tableau 2).

La plupart des benzimidazolés se présentent sous une forme galénique adaptée a
I’administration orale, 1’albendazole est parfois incorporé dans des aliments médicamenteux

tels que Mediamix® ou Rumifuge®.

Bien que la toxicité des benzimidazoles soit presque inexistante aux doses thérapeutiques, des
perturbations de la digestion et de I’absorption des nutriments par action sur les cellules
intestinales a division rapide ont été rapportées, ainsi qu’une potentielle tératogénicité (76).
L’existence d’effets secondaires tels que des céphalées ou des nausées en médecine humaine

justifient des temps d’attente appliqués (Tableau 2).
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Tableau 2 : Benzimidazolés utilisables en médecine des ovins (PV = poids vif, TA = Temps d attente,
L4 = Larves L4) d’apres le Dictionnaire du Médicament Vétérinaire en ligne consulté le 29 Juillet 2019
et les Résumés des Caractéristiques du Produit de chaque anthelmintique cité.

Molécule Voie

(Spécialité) d’administration

Dose

recommandée

(mg/kg PV)

Stades

sensibles

Utilisation
femelles laitiéres
(TA lait)

Albendazole Orale
(ex : Valbazen®)

Fenbendazole (ex : Orale
Panacur®)
Mebendazole Orale

(ex: Supaverm®
association avec du

closantel)

Nétobimin Orale
(ex : Hapadex®)

Oxfendazole Orale
(ex : Synanthic®)

ii) Les imidothiazolés

3,8

15 (+10)

7,5

Adultes et L4

Adultes, L4

(+hypobiose)

Adultes et L4

Adultes et L4

Adultes et L4

Non

Oui (8,5 jours)

Non

Oui (10 traites)

Oui (8 jours)

Les imidothiazolés agissent en tant qu’agonistes cholinergiques. Le lévamisole, premier

imidothiazolé, a été autorisé en médecine vétérinaire en 1970 (1986 en France) et c’est a ce jour

encore le seul imidothiazolé autorisé en France pour traiter les ovins (77) (Tableau 3).

En se fixant sur les récepteurs nicotiniques a 1’acétylcholine, les imidothiazolés (Iévamisole,

butamisole) comme les dérivés de la tétrahydropyrimidine (pyrantel, oxantel) utilisés en

médecine humaine, provoquent I’ouverture non spécifique des canaux sodium et une

dépolarisation de la membrane post-synaptique causant une paralysie du ver qui n’est alors plus

capable de se fixer a la muqueuse et est éliminé par le péristaltisme (78).
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Tableau 3: Imidothiazolés utilisables en médecine des ovins (IM = intra-musculaire, PV = poids vif, TA
= Temps d’attente, L4 = Larves L4) d’apres le Dictionnaire du Médicament Vétérinaire en ligne
consulté le 29 Juillet 2019 et les Résumés des Caractéristiques du Produit de chaque anthelmintique
Cité.

Molécule Voie Dose Stades Utilisation

(Specialité) d’administration recommandée sensibles femelles
(mg/kg PV) laitiéres

(TA lait)

Lévamisole IM/ 7,5 Adultes Non

ex : Lévisole

( Orale

injectable®/

Lévamisole®

3,75%)

Le spectre d’action du lévamisole est plus étroit que celui des benzimidazolés et il cible
essentiellement les strongles digestifs et respiratoires. La spécificité des cibles vient des
différences moléculaires interspécifiques des récepteurs a 1’acétylcholine (79, 80) . Le

lévamisole n’agit que sur les formes adultes.

Le lévamisole est métabolisé dans une trés large proportion dans le foie, il a une durée de demi-
vie plasmatique de 4h environ et est excrété dans les urines, en partie inchangé et en partie sous
forme de métabolites (81).

iii) Les salicylanilides

Les salicylanilides sont des molécules extrémement lipophiles qui possedent un proton labile
est sont susceptibles d’agir comme vecteurs de protons a travers les membranes. De cette
maniere les salicylanilides sont responsables d’un découplage de la phosphorylation oxydative
et de la production d’ATP par suppression du gradient de protons au niveau de la membrane

interne de la mitochondrie impactant en aval toute la machinerie cellulaire (79).

En théorie, ce phénomeéne se produit de la méme fagon chez le parasite et chez son héte mais la
forte affinité des salicylanilides pour les protéines plasmatiques (fixation supérieure a 99%)
empéche sa circulation vers les tissus et explique la concentration de 1’anthelmintique dans le
parasite hématophage (82). En revanche, les parasites non hématophages ne seront pas
efficacement traités par les salicylanilides.
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L’élimination des salicylanilides est essentiellement fécale par excrétion biliaire, 90% de la
dose absorbée est ainsi €liminé sous forme inchangée dans la bile (83). Du fait de leur fixation
importante aux protéines plamatiques, 1’élimination est lente et les salicylanilides présentent
une rémanence longue (action rémanente de 7 a 8 semaines sur Haemonchus contortus lors

d’un traitement par voie orale a la dose de 10 mg/kg de poids vif) (84).

En France, trois molécules appartenant a la famille des salicylanilides sont autorisées pour le

traitement antiparasitaire des ovins : le closantel, le nitroxynil et 1’oxyclozanide (Tableau 4).

Tableau 4: Salicylanilides utilisables en médecine des ovins (SC = sous-cutané, PV = poids vif , TA =
Temps d’attente, L4 = Larves L4) d’apreés le Dictionnaire du Médicament Vétérinaire en ligne consulté
le 29 Juillet 2019 et les Résumés des Caractéristiques du Produit de chaque anthelmintique cité.

Molécule Voie Dose Stades Utilisation

(Spécialité) d’administration recommandée sensibles femelles laitieres
(mg/kg PV) (TA lait)

Closantel (ex : SC/ Orale 5/10 Stades Non

Flukiver®/ hématophages

Seponver®)

Nitroxynil (ex : SC 10 Stades Non

Dovenix®) hématophages

Oxyclozanide Orale 15 (+6,35) Stades Non

(ex: Imena® en hématophages

association avec (étendu par le

du lévamisole) Iévamisole)

iv) Les lactones macrocycliques
Jusqu’a trés récemment, la derniere famille de molécules utilisables en médecine des ovins en

France était celle des lactones macrocycliques. Elle se divise en deux sous-familles : les
avermectines et les milbémycines. Dernieres arrivées parmi les anthelmintiques, les lactones
macrocycliques sont souvent qualifiées d’endectocides du fait de leur spectre d’action trés large
¢tendu aux ectoparasites. L’ivermectine, dont le nom qui est un mot-valise de vermicide et anti-

ectoparasite laisse transparaitre le spectre d’action, a ét¢ introduite en 1981.
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Les lactones macrocycliques ont en commun une structure semblable a celle des macrolides
utilisés pour lutter contre les bactéries. La différence entre les deux sous-familles tient a ce que
les avermectines sont des disaccharides (ivermectine, doramectine) ou des monosaccharides
(selamectine) tandis que les milbémycines (milbémycine oxime, moxidectine) ne présentent
pas de radicaux glucidiques (on les appelle parfois avermectines aglycones) et sont de fait moins
volumineuses (76). Originellement, les deux sous-familles n’étaient pas synthétisées par la

méme espece de Streptomyces.

Les lactones macrocycliques agissent en bloquant la transmission de 1’influx nerveux et de la
contraction musculaire par stimulation de la libération d’acide y-aminobutyrique (GABA) au
niveau des terminaisons nerveuses. Cet acide, en se fixant sur des canaux Chlorure provoque
un influx d’ions chlorure et une hyperpolarisation des membranes plasmiques a I’origine d’une
paralysie. La spécificité d’action des lactones macrocycliques repose sur la différence de
localisation des récepteurs GABA-ergiques qui se situent au niveau des jonctions neuro-
musculaires chez les nématodes et les insectes tandis qu’elles se situent majoritairement dans
le cerveau chez les mammiféres. En 1’absence de mutation perméabilisant la barriére hémato-

méningeée, celle-ci protége les mammiferes de 1’action des lactones macrocycliques.

Les lactones macrocycliques sont des molécules lipophiles distribuées dans tout 1’organisme et
stockées dans le tissu adipeux et le foie. Le relargage depuis le tissu adipeux de ces molécules

leur confére une certaine rémanence.
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Tableau 5 : Lactones macrocycliques utilisables en médecine des ovins (IM = intra-musculaire, PV =
poids vif , TA = Temps d’attente, L4 = Larves L4) d’apres le Dictionnaire du Médicament Vétérinaire
en ligne consulté le 29 Juillet 2019 et les Résumés des Caractéristiques du Produit de chaque
anthelmintique cité).

Molécule Dose Stades sensibles Utilisation

Spécialité femelles laitiéres
(Sp ) (mg/kg PV)

(TA lait)

Ivermectine SC 0,2 Adultes et L4 Non
(ex : lvomec®
Ovin)
Eprinomectine Pour-On 1 Adultes Oui (0 jour)
(ex : Eprinex
Multi®)
Doramectine IM 0,2 Adultes et L4 Non

(ex : Dectomax®)

Moxidectine Orale 0,2 Adultes et L4 Oui (5 jours)
(ex : Cydectine®) (+hypobiose)

Les lactones macrocycliques sont utilisables sous de nombreuses formes en médecine ovine.
Elles ont généralement un spectre assez large que ce soit pour les nématodes pour lesquels les
larves L4 sont sensibles aux lactones macrocycliques, ou pour les insectes. Ce spectre large
peut étre a ’origine d’une écotoxicité importante de molécules principalement excrétées sous

forme active.

L’éprinomectine est une exception parmi les lactones macrocycliques. En effet, sa forte liaison
aux protéines plasmatiques et son faible coefficient de répartition lait/plasma justifient son

utilisation sur des brebis en lactation (85).

La forme d’utilisation des lactones macrocycliques a une importance. Ainsi la moxidectine peut
étre utilisée par voie orale comme indiqué dans le Tableau 5, cette forme autorisant une
utilisation chez la brebis laitiére a condition de ne pas commercialiser le lait produit pendant
les cinq premiers jours aprés traitement tandis qu’elle ne peut pas étre utilisée chez la brebis

laitiere sous forme injectable.
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V) Les dérivés d’amino-acétonitrile
Entre 1981 et les années 2010, les lactones macrocycliques ont été les dernieres molécules

développées en matiére de traitement anthelmintique. Cependant, 1’apparition de résistances de
plus en plus importantes a poussé les laboratoires a élaborer de nouvelles molécules. La
découverte, a la fin des années 2000, des propriétés anthelmintiques de molécules assez simples,

les dérivés d’amino-acetonitrile, a constitué une avancée majeure.

Découvert en 2008 (86, 87), introduit pour la premiére fois en Nouvelle-Zélande, il a été
briévement proposé¢ en France par Novartis en 2010 puis retiré du marché en 2012 avant d’étre

réintroduit en 2018 par Elanco (ayant racheté Novartis) sous le méme nom : Zolvix®.

Le monépantel, est un activateur allostérique de la sous-famille DEG-3/DES-2 des récepteurs
nicotiniques a I’acétylcholine de plusieurs espéces de nématodes, notamment Haemonchus
contortus. Son action provoque une hyper-contraction des muscles somatiques des nématodes
aboutissant a une paralysie spastique de ceux-ci (86). Des études montrent qu’il aurait
également un effet inhibiteur allostérique en se fixant sur un site différent du récepteur (88) de
certains nématodes comme Ascaris suum. Le monépantel est efficace contre les stades adultes

et les L4 (y compris inhibées) des principaux strongles gastro-intestinaux des ovins.

Du fait de I’action spécifique du monepantel sur des récepteurs absents chez les mammiféres,
sa toxicité est quasi-nulle chez ceux-ci. Ainsi, suite a I’administration d’une dose excédant 50
fois la dose thérapeutique, les seuls effets secondaires observés ont €té¢ de 1’abattement et une

anorexie passagere de 24h (89).

Le monepantel est rapidement absorbé et métabolisé en monepantel sulfone, son métabolite
actif. Il est ensuite excrété principalement par voie fécale et dans une moindre mesure par voie
urinaire (89). La demi-vie du monepantel est de cing jours, il est autorisé chez les brebis laitieres
et allaitantes mais pas chez les brebis productrices de lait destiné a la consommation humaines,
quel que soit le stade de leur vie (Tableau 6) bien que des limites maximales de résidus aient

eté établies.
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Tableau 6: Dérivés d’amino-acétonitrile utilisables en médecine des ovins (L4 = Larves L4, PV = poids
vif) d’aprés le Dictionnaire du Médicament Vétérinaire en ligne consulté le 29 Juillet 2019 et les
Résumés des Caractéristiques du Produit de chaque anthelmintique cité.

Molécule Voie Dose Stades Utilisation

(Specialité) d’administration recommandée sensibles femelles laitieres
(mg/kg PV) (TA lait)

Monepantel Orale 2,5 Adulteset L4  Non

(ex : Zolvix®) (+hypobiose)

Les activités des familles d’anthelmintiques utilisables en France sont synthétisées sur la Figure
16. D’autres familles d’anthelmintiques existent dans le monde mais ne disposent pas
d’autorisation de mise sur le marché en France. Parmi ces familles on trouve, par exemple, les
spiroindoles (comme le derquantel) qui agissent comme antagonistes cholinergiques ou les
dérivés de la pipérazine (comme la diéthylcarbamazine) qui ne sont pas utilisables en France

pour le traitement des helminthiases des ovins.

Salicylanilides : privation
d’énergie par découplage de
la phosphorylation
oxydative mitochondriale.

Benzimidazolés : inhibition
de I’absorption des
nutriments par action sur les
microtubules des cellules
intestinales.

Figure 16: Mode d'action des anthelmintiques disponibles pour le traitement des strongyloses ovines
en France.
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b) Pratique de la lutte chimique
Il n’existe pas de protocole prédéfini de traitement des helminthiases. Les différentes stratégies
utilisées par les éleveurs dépendent de leur cahier des charges, notamment lorsqu’ils travaillent
en agriculture biologique, de la dynamique d’infestation de leurs patures, de I’age et de la

maturité de leurs animaux et des parasites présents dans 1’élevage.

Ainsi, du fait de leurs cycles de durées inégales, les parasites ne contaminent pas la pature de
la méme maniére. Les parameétres climatiques présentés en 1.11.B.1 (température, humidité)

vont également influencer la dynamique de contamination de la pature.

Comme on I’a expliqué précédemment, 1’¢élevage ovin est un élevage globalement extensif,
permettant la valorisation de I’herbe. Dans certains élevages, notamment en Corse, les animaux
sont au paturage toute 1’année. Les agneaux sont avec leurs meres et peuvent changer de
paturage au sevrage. Dans ces élevages, 1’infestation parasitaire est assez forte, en relation avec
une contamination continue des prairies. On privilégiera alors 1’administration de bolus a

libération prolongée ou séquentielle (notamment des benzimidazolés ou du Iévamisole) (75).

Dans la majorité des €levages, les ovins sont rentrés en bergerie a 1’hiver et on observe alors
durant cette période une diminution de la contamination de la pature suivie d’un pic en mai-
juin, soit un mois apres la sortie de brebis de la bergerie.

Les agneaux, naifs a I’infestation parasitaire seront les plus sensibles lors de la sortie de
bergerie. Ils seront souvent traités en début d’ét€ pour €viter une parasitose trop intense lors du
pic de contamination de la pature. Dans la plupart des cas, tous les animaux de 1’¢élevage sont
traités en méme temps et changés de pature apres le traitement si possible sur le principe du

« dose and move » (75).

Traditionnellement, une autre administration d’antiparasitaire a lieu a 1’entrée en bergerie soit
9

en début, soit en milieu d’automne.

Idéalement un roulement des molécules utilisées est opéré de maniere a ne pas accroitre de
fagon trop importante la résistance des parasites a une molécule. Mais I’attachement de certains
éleveurs a une molécule considérée comme miraculeuse et particulierement efficace peut les
amener, par souci de simplicité, a réitérer les traitements avec la méme molécule d’une saison
a l’autre. Ce genre de comportements est a 1’origine de 1’émergence trés importante de

résistances aux anthelmintiques, principal obstacle a la lutte chimique actuellement.
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c) Limites a I’utilisation des anthelmintiques

1) Apparition de résistances aux anthelmintiques
Une population résistante a un anthelmintique se definit comme présentant « une capacité

significativement plus importante a tolérer des concentrations d un composé¢ qui habituellement

se révelerait 1éthal pour les individus d’une population normale de la méme espéce » (90).

La résistance s’évalue classiquement par un test de réduction de I’excrétion fécale d’ceufs apres
traitement (FECRT). Des animaux de niveau d’infestation identiques sont répartis
aléatoirement dans deux groupes: un groupe qui sera traité par I’anthelmintique dont on
souhaite évaluer I’efficacité et un groupe témoin. Aprés un temps considéré comme suffisant

pour que I’anthelmintique agisse on mesure I’excrétion fécale d’ceufs (FEC) des deux especes

FECtrqites

eton calcule : FECR = (1 — ( )) % 100.

FECtémoins

Plus le FECR se rapproche de 100%, plus le traitement est efficace car cela signifie que les
animaux traités excrétent peu d’ceufs dans leurs matiéres fécales. Différents seuils peuvent étre
utilisés pour définir la résistance, le plus utilisé étant 95% (avec un intervalle de confiance a
95% donnant une marge basse de 90% de réduction) (91, 92).

La résistance peut concerner une unique molécule (résistance simple) mais peut egalement
s’étendre a un groupe de molécules ayant le méme mode d’action. Ce genre de résistance, dit
résistance de famille, est assez courant et s’explique par une modification d’une méme cible

pharmacodynamique par exemple (93, 94).

Dans de plus rares cas, la résistance peut étre étendue a un ensemble de composés ayant des
modes d’action différents, on parle alors de résistance multiple. Les conséquences de la
résistance multiple sont trés importantes puisqu’un méme troupeau peut se retrouver avec des
parasites résistants a toutes les molécules présentes sur le marché. Ces phénomenes de
résistance multiple peuvent s’expliquer par la capacit¢é du parasite a métaboliser les
anthelmintiques plus efficacement ou a une difficulté pour la molécule d’accéder a son site
d’action (diminution de la perméabilité cellulaire par exemple) (93). Les phénomenes de
résistance multiples étaient encore rares jusqu’a il y a quelques années mais se développent de
plus en plus. Une méta-analyse réalisée aux Pays-Bas par Ploeger et al. (2018) a réveélé que de
nombreux élevages présentaient des FECRT compris entre 38 et 69%, parfois pour plusieurs
anthelmintiques. La résistance multiple des parasites, en particulier Haemonchus contortus, a
poussé certains fermiers a utiliser le monepantel comme seul traitement conduisant a une

réduction drastique de son efficacité (91, 92).
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Les mécanismes de résistance peuvent étre tres variés et dépendent des molécules utilisées.
Quelques-uns de ces mécanismes, répertoriés par Kotze et Prichard (2016) (92) sont représentés
en figure 17.

Certains mécanismes sont non-spécifiques tels qu’un changement dans le métabolisme des
nématodes comme une modification des P-glycoprotéines qui agissent comme des pompes a
efflux pour les antiparasitaires notamment (ce mecanisme a été identifié dans la résistance aux
lactones macrocycliques) ou une modification des enzymes du cytochrome P450 responsable
de la métabolisation de nombreux xénobiotiques . D’autres sont plus spécifiques, comme la
mutation sur le géne codant pour la B-tubuline responsable de la substitution Phe200Tyr
identifiée comme responsable de la résistance de certains vers, dont Haemonchus contortus aux

benzimidazolés (95)

Anthelmintique

Activation de
la prodrogue

/

Anthelmintique

‘/ \fq
Action sur

la cible Action de I’anthelmintique

Figure 17 : Mécanismes de résistance aux anthelmintiques, d'aprés Kotze et Prochard (2016) (92).
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L’apparition de résistances aux anthelmintiques est majoritairement associée a des mutations
qui sont essentiellement dues au hasard. En revanche, une pression de sélection importante
favorisant un phénotype peut augmenter significativement la fréquence d’une mutation dans
une population. Des individus résistants préexistants a 1’utilisation d’un produit antiparasitaire
en petit nombre présentent un avantage sélectif certain lors de 1’utilisation dudit produit. Plus
I’utilisation de cet anthelmintique (ou d’un anthelmintique de la méme famille) est répétée, plus

la fréquence relative des individus résistants dans la population augmente (96).

La diffusion de la résistance est également liée a la féecondite du parasite. En effet, un parasite
présentant une fécondité importante va avoir la capacité d’imposer rapidement son patrimoine
génétique dans la population. C’est pour cette raison qu”’Haemonchus contortus est une espece

particuliérement intéressante dans I’étude des résistances aux anthelmintiques (92).

Enfin, le maintien de la résistance dans la population dépend de la possibilité d’une réversion.
Si la résistance est associee avec une diminution de la fertilité ou avec une survie inférieure en
I’absence de traitement, un traitement alternatif pendant plusieurs années peut €tre a 1’origine
d’une réversion (92). La présence d’animaux « refuge » pour les vers sensibles, c¢’est-a-dire
d’animaux non traités a un moment donné, peut freiner la diffusion de la résistance au sein d’un

troupeau (48).

Les strongles gastro-intestinaux des petits ruminants, et en particulier Haemonchus contortus,
ont un cycle biologique court et une fertilit¢ importante donc les résistances s’installent
rapidement. Ainsi les premiéres résistances rapportées pour les anthelmintiques le sont
généralement moins de 10 ans apres la premiere utilisation du produit. Le Tableau 7, reproduit
a partir de la méta-analyse de Kaplan et al. (2004), met en paralléle les années de mise sur le

marché des anthelmintiques et I’apparition des premiéres résistances (97, 98).

56



Tableau 7: Premiers cas de résistances observés relativement a la date de mise sur le marché des
principales familles d'anthelminitiques utilisables en France dans le traitement des strongyloses gastro-
intestinales ovines. D apres Kaplan et al. (97).

Famille (Molécule) Introduction sur Premiére résistance
le marché rapportee

Phenothiazine 1940 1957

Benzimidazolés (Thiabendazole) 1961 1964

Imidothiazolés (Levamisole) 1970 1979

Salicylanilides (Closantel) 1977 1982

Lactones macrocycliques
(Ivermectine) 1981 1988
(Moxidectine) 1991 1995

Dérivés d’amino-acétonitrile
(Monepantel) 2010 2013

L’apparition de résistances est d’autant plus rapide que la molécule est fréquemment utilisée.
Lors de I’apparition sur le marché du monepantel en 2010, de nombreuses études ont montré
que son efficacité¢ était de 100% alors que d’autres anthelmintiques peinaient a juguler
I’infestation parasitaire (99, 100). Il a été utilisé extensivement, notamment en Australie et en
Nouvelle-Zélande si bien qu’a peine trois ans plus tard des résistance étaient observées chez
Teladorsagia circumcincta et Trichostrongylus colubriformis (101) puis chez Haemonchus

contortus (102). Aujourd’hui la résistance au monepantel est fréquente et ubiquitaire (103).

Un moyen de limiter la résistance serait de restreindre les traitements aux animaux les plus
touchés afin de préserver une population-refuge sensible (104) mais cela semble souvent
fastidieux voire impossible pour les éleveurs d’ovins qui ont souvent plusieurs centaines de
bétes (105). Torres-Acosta et al. (2008) proposent également de changer le classique « Dose

and Move » en « Move then Dose » qui consiste a deplacer les animaux avant de leur
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administrer le traitement antiparasitaire afin de préserver une population-refuge sensible sur la
pature que les animaux quittent et d’ensemencer celle sur laquelle ils arrivent avec une

population mixte et non résistante (106) (cf I.D de la partie 1).

Outre le développement de résistances, les anthelmintiques peuvent agir dans 1I’environnement

sur la pedofaune et avoir un impact écologique négatif.

i) Ecotoxicité des principaux anthelmintiques
L’impact environnemental des antiparasitaires dépend de leurs propriétés pharmacologiques,

de celles de leurs métabolites quand ils sont métabolisés, de la quantité de molécules actives

excrétées par I’animal et de la stabilité de ces molécules dans 1’environnement (107).

Il semblerait que globalement les effets soient plutdt locaux. En effet, les concentrations en
anthelmintiques retrouvées dans les rivieres ou nappes phréatiques sont généralement

insuffisantes actuellement pour causer des dommages aux especes sauvages (108).

En revanche de nombreux antiparasitaires sont excrétés sous forme active (monepantel sulfone,
lactones macrocycliques et benzimidazolés dans une moindre mesure) (107). Parmi ces
molécules, celles qui possédent un spectre large sont les plus susceptibles de présenter une
écotoxicité. Les lactones macrocycliques notamment ont été rapportées comme étant a 1’origine

d’une mortalité accrue des larves de certaines mouches et coléopteres (107).

Un intérét tout particulier a été porté récemment aux substances dites « persistantes,
bioaccumulables et toxiques » ou PBT. Ces substances ne se décomposent pas rapidement dans
I’environnement (demi-vie supérieure & 120 jours & 12°C). Elles ont tendance a se concentrer
dans les organismes vivants du fait de leur lipophilie et elles peuvent avoir des effets délétéres
immeédiats (toxicité aigué) ou retardés (toxicité chronique). Le closantel est une substance
persistante et toxique mais non bioaccumulable ; en revanche, les lactones macrocycliques
risquent d’étre classées PBT a I’issue des études en cours actuellement (109). Ainsi le résumé
des caractéristiques du produit (RCP) de la Cydectine® (anthelmintique dont le « principe actif
est la moxidectine, qui est une milbémycine) précise que les ovins ne doivent pas pouvoir
accéder aux cours d’eau dans les trois jours suivant le traitement pour limiter 1’exposition des

organismes aquatiques au produit, toxique pour eux.
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La lutte chimique contre les strongles gastro-intestinaux dépend grandement de la découverte
de nouvelles molécules efficaces et d’un protocole de traitement limitant au maximum
I’apparition de résistances par roulement des molécules utilisées et abolition du sous-dosage
(volontaire ou non). Cependant, cette course a I’armement ne saurait suffire et pose des
questions importantes quant a notre capacité de développement de nouveaux produits et a
I’innocuité de ces produits sur I’environnement.

En complément de la lutte chimique, 1’utilisation de molécules naturelles, n’ayant pas pour

but la destruction du parasite est envisageable.

2) Utilisation de substances non-médicamenteuses présentant une activité
anthelmintique : les métabolites secondaires de plantes.

Sont appelés métabolites secondaires de plantes (MSP) les substances qui n’interviennent pas
directement dans la croissance et le développement d’une plante mais sont nécessaires a sa
survie dans I’environnement. Ces MSP peuvent étre classés en différentes catégories : les
flavonoides et autres composés phénoliques et polyphénoliques parmi lesquels les tanins, les
terpénoides, les alcaloides azotés et les composés soufrés (110). D’autres définitions plus

précises peuvent également étre appliquées.

Les MSP sont souvent des moyens pour les plantes de se défendre vis-a-vis des insectes ou des

herbivores et peuvent présenter, a ce titre, des propriétés intéressantes pharmacologiquement.

Parmi les MSP, les plus fréquents sont les tanins appartenant a la famille des polyphénols. Ces
molécules sont les plus répandues dans les végétaux apres la cellulose, les hémicelluloses et les

lignines.

a) Lestanins

) Définition et classification
Les tanins sont des molécules souvent hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500

et 3000 Da définies par leur capacité a précipiter des macromolécules telles que les protéines,
les alcaloides ou les polysaccharides a partir d’une solution aqueuse (111). Pendant longtemps

la classification des tanins s’est cantonnée a cette définition et ils ont été séparés en deux
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groupes : les polyesters d’acide gallique et/ou d’acide hexahydrodiphénique qualifiés de tanins

hydrolysables et les proanthocyanidines qualifiées de tanins condensés (111).

Quelques découvertes plus récentes, notamment que certains ellagitanins (autrefois classés dans
les tanins hydrolysables) n’étaient pas hydrolysables, ont modifié la classification (112).
Cependant, la plupart des articles de la littérature y compris actuelle continuent a séparer tanins
hydrolysables ne présentant que peu d’intérét en tant qu’anthelmintiques et tanins condensés

présentant des propriétés anthelmintiques intéressantes.

Les tanins condensés sont présents dans de nombreux fourrages utilisés en alimentation des
ruminants. Les légumineuses, tels que le sainfoin (Onobrychis viciifolia), le lotier (Lotus
corniculatus) ou la sulla (Sulla coronaria), sont particulierement riches en tanins (113, 114).
Ces fourrages présentant a la fois des propriétés nutritionnelles (telles que leur richesse en
protéines et leur complémentarité avec les céréales en termes d’acides aminés essentiels) et un

intérét en santé animale sont qualifiés de nutraceutiques.

i) Mise en évidence de propriétés anthelmintiques des tanins condensés
Différentes expériences peuvent étre menées in vitro pour étudier 1’effet anthelmintique des

tanins : mesure de ’éclosion des ceufs, du développement de la larve, de la migration de la
larve, du dégainement, de la mobilité des adultes (114). Parfois les tanins sont testés
directement, parfois ce sont des extraits de plantes qui sont utilisés auquel cas une expérience
avec un inhibiteur des tanins tel que le polyéthylene glycol (PEG) ou le
polyvinylpolypyrolidone (PVPP) permet de justifier la spécificité d’action. L’effet majeur des
tanins semble étre une inhibition dose-dépendante du dégainement de la larve L3 au niveau
ruminal (113, 115) et une inhibition du développement des larves L1 en larves L3 (115, 116).
Ces effets ont été confirmés in vivo par la mesure de I’excrétion fécale d’ceufs et du fardeau
parasitaire des animaux aprés qu’ils aient été nourris avec un fourrage riche en tanins (117,

118).

iii) Mode d’action des tanins condensés
Plusieurs hypotheses ont été émises quant au mode d’action des tanins condensés in vivo. Les

tanins condensés se lient de maniére non-covalente et réversible & des macromolécules telles
que les protéines ou les polysaccharides. Un exemple aisément appréciable est la sensation
d’astringence, d’asséchement de la cavité buccale lors de la consommation de fruits riches en
tanins due a la précipitation de I’amylase salivaire. Ce sont majoritairement des interactions

hydrophobes qui expliquent la liaison entre le polyphénol et la macromolécule mais des liaisons
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hydrogéne entre la cétone d’un acide amin¢ au sein d’une protéine et un groupement hydroxyle

du polyphénol ou des interactions ioniques peuvent également intervenir (119).
Trois hypothéses principales existent quant aux propriétés anthelmintiques des tanins in vivo :

- La liaison des tanins aux protéines dans le rumen limite la dégradation de celles-ci par le
microbiote ruminal et entraine une plus forte disponibilité de protéines qui seront absorbées
dans I’intestin gréle. Ce surplus de protéines, probablement a I’origine des meilleurs rendements
laitiers et lainiers parfois observés lors d’une alimentation avec des fourrages riches en tanins

(120, 121) pourrait également étre orienté vers une meilleure réponse immunitaire.

- La liaison des tanins aux protéines alimentaires empéche 1’utilisation de celles-Ci par les

parasites.

- La liaison des tanins a la cuticule des parasites, favorisée par 1’affinité particuli¢re des tanins
pour les protéines riches en acides aminés hydrophobes et en prolines, comme le collagene
composant la cuticule (122) est responsable de I’inhibition du dégainement des larves L3 dans

le rumen et de la mobilité des larves dans le tractus digestif.

Ces trois hypothéses ne constituent pas une liste exhaustive et ne sont probablement pas
exclusives les unes des autres (Figure 18).

Ve

Amélioration de
I’immunité par apport de

Inhibition du
dégainement et

Privation des
parasites

protéines dans I’intestin paralysie

Figure 18 : Schéma récapitulatif des hypothéses concernant le mode d'action des tannins.
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iv) Variabilité des effets des tanins condenseés
La variabilité des effets des tanins condensés réside dans 3 parameétres : la structure des tanins,

la structure des macromolécules auxquelles les tanins se lient, les conditions physico-chimiques

de I’environnement ou se déroulent les réactions (123).

Ainsi, les tanins de fort poids moléculaire, c’est-a-dire de fort degré de polymérisation,
provoquent une précipitation plus importante des macromolécules auxquelles ils se lient (119).
La flexibilité des tanins augmente aussi la possibilité des interactions avec les macromolécules
et donc leur potentiel précipitant (119). L’hydrophobicité des tanins permet la formation de
liaisons hydrophobes avec les macromolécules et donc une meilleure précipitation de celles-ci.
Enfin, la composition des tanins peut avoir un effet. Ainsi les tanins riches en prodelphinines
se lient plus facilement et fortement aux protéines que les tanins riches en procyanidines et ont

une activité anthelmintique plus importante in vitro (124).

La proportion d’acides aminés hydrophobes et en particulier de proline influence la formation
de liaisons entre les tanins et les protéines, les tanins ayant une affinité plus forte pour ces acides
aminés (121).

La principale condition physico-chimique influencant la liaison des tanins aux protéines ou aux
polysaccharides est le pH. En effet, la liaison entre protéines et tanins est stable entre pH=5 et
pH=7 mais dissociée en dehors de cet intervalle (118). Le pH optimal de liaison dépend du
point isoélectrique des protéines (le pH auquel les protéines se trouvent sous la forme de
zwitterions) puisque c’est ainsi que sont favorisées les liaisons ioniques entre lesdites protéines

et les tanins (124).

Les effets sur les vers adultes, parfois rapportés, varient en fonction de ’espéce parasitaire
d’une part du fait de la composition de la cuticule du parasite et d’autre part du fait de sa
localisation dans le tractus digestif influencant les conditions physico-chimiques au moment de

I’interaction tanin-parasite adulte.

V) Intéréts et limites de [ 'utilisation des tanins condensés
L’utilisation des tanins condensés ne se fait pas dans le méme cadre que celle des

anthelmintiques classiques. En effet, si I’objectif des seconds est de réduire au maximum voire
de supprimer la charge parasitaire, les premiers visent davantage a enrayer le cycle biologique
du parasite et la contamination des patures. Les fourrages riches en tanins condensés sont

considérés comme des nutraceutiques (125) et, de fait, leur utilisation différe de celle de

62



molécules curatives. Les nutraceutiques doivent présenter une bonne valeur nutritionnelle, étre

consommés volontairement par I’animal et ne pas avoir d’effets déléteres sur la production.

L’administration de ces fourrages dépend de 1’ingestion volontaire par les animaux ce qui
suppose une palatabilité importante. Par ailleurs, 1’activité anthelmintique doit s’ajouter a une
bonne valeur nutritionnelle et a un bon équilibre énergie/protéines et non s’imposer seule. Une
autre condition indispensable a [’utilisation de tels fourrages est la capacité
d’approvisionnement. Un fourrage difficilement cultivable ou en des quantités insuffisantes
pour un élevage a grande éechelle ne peut étre une solution alternative aux anthelmintiques
applicable au long terme (125). C’est pour ces raisons que le sainfoin (Onobrychis viciifolia)

s’est imposé dans la majorité des études actuelles.

L’évaluation de I’efficacité des fourrages nutraceutiques est plus difficile que 1I’évaluation d’un
médicament puisque les animaux du groupe contrdle doivent recevoir une alimentation iso-
énergeétique et iso-protéique alors méme qu’ils ne regoivent pas le méme fourrage afin de
pouvoir attribuer les potentiels effets observes a la présence de tanins condensés et non
simplement a la différence de régime. Par ailleurs la quantité de tanins condensés et la structure
des différents tanins dépend de I’espéce végétale étudiée, du stade de récolte et du moyen de

conservation ce qui rend les comparaisons plus difficiles.

b) Les alcaloides des pépins de citrouille et du lupin doux

Certains végétaux riches en alcaloides comme certaines espéces de lupins ont été étudiées dans
le but de pouvoir étre utilisées comme nutraceutiques (126). Ces alcaloides, tels que les dérives
de la pipéridine ou de la quinolzidine (comme la spartéine ou la lupanine) ont une action sur les
récepteurs nicotiniques a 1’acétylcholine qui sont des cibles importantes pour 1’activité
anthelmintique (127) et ont montré des effets prometteurs in vitro sur la migration larvaire mais
ces effets ne se sont pas confirmés in vivo (126). Par ailleurs, les graines de lupin utilisées sont
souvent bien plus riches en alcaloides que les especes utilisées en alimentation animale qui sont
moins ameéres et présentent une toxicité potentielle moins importante. En effet, les alcaloides
ont été identifiés comme responsables de 1’arthrogrypose touchant les veaux dont les meres ont
consommé des lupins riches en alcaloides pendant la période s’étalant de 40 a 110 jours de
gestation ou des défaillances respiratoires aigués chez des moutons ayant consommé ces mémes
lupins (128).

Des études ont également été menées sur les pépins de citrouille et se sont révélées concluantes

in vitro et in vivo chez des souris (129, 130). L hypothése principale de I’effet des pépins de
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citrouille repose sur la présence de deux alcaloides : la berberine et la palmitine mais d’autres

études sont nécessaires pour confirmer leur action (129).

B) Actions de lutte contre le parasitisme centrées sur I’environnement
Du fait du cycle biologique particulier, comprenant une phase libre, des nématodes gastro-

intestinaux, 1’environnement présente un intérét tout particulier dans la gestion des parasitoses.
En effet, le niveau d’infestation des animaux est globalement corrélé avec le niveau de
contamination de la pature et une gestion optimisée de la pature peut permettre de diminuer

fortement la prévalence des formes graves des parasitoses.

1) La gestion des patures
La gestion des patures en vue de leur assainissement repose sur trois stratégies développées dés

1976 par Michel et al. (131). Ces stratégies peuvent étre qualifiées d’évasion (ou d’évitement),

de prévention et de dilution.

La prévention repose sur I’utilisation de patures non-contaminées pour les animaux sensibles.
L’évitement consiste en une mobilité des troupeaux de maniére a éviter le maintien de ceux-ci
sur des patures abondamment contaminées. La dilution se base sur une diminution du contact
entre les animaux et les larves en évitant le surpaturage et en favorisant le paturage multi-

especes (132).

a) Gestion de la densité de population : application du principe de dilution.
I1 est bien connu qu’un lien existe entre le nombre d’animaux paturant sur une surface herbagée
et le risque parasitaire pour ces animaux. En effet, une forte densité d’animaux sur une pature
pousse les animaux a brouter I’herbe plus a ras et plus proche des bouses de leurs congéneres
augmentant le risque d’ingestion des larves L3 qui se trouvent sur les premiers centimetres des
brins d’herbe et a une distance des bouses permise par leur capacité de migration. Ainsi
Thamsborg et al. (1996) ont montré qu’une diminution du nombre d’ovins de 17,2 par hectare
a 8,6 par hectare (soit deux fois moins) était associée avec une excrétion fécale d’ceufs de
nématodes dix fois moins élevée (133). Mahieu et al. (2013) ont montré que la diminution de
I’excrétion fécale d’ceufs n’était pas linéairement corrélée a la densité de population de la pature
mais qu’une densité plus élevée expliquait toujours une excrétion d’ceufs significativement plus
importante. Des effets sur la mortalité et la croissance ont également été mis en évidence dans

cette méme étude (134).
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b) Utilisation de « paturages tournants » : application du principe d’évasion.
Les animaux s’infestent principalement a partir des larves L3 infestantes émergeant des ceufs
qu’ils ont eux-mémes excrétés. Ainsi, déplacer les animaux de la pature avant que les ceufs
d’Haemonchus contortus ne deviennent des larves infestantes permettrait de limiter
I’infestation. Les animaux ne devraient alors retourner sur la pature qu’apres un temps excédant

la durée de vie des L3.

Cependant, comme vu au I.C de la Partie 1, la survie des larves infestantes dans
I’environnement dépend non seulement de 1’espéce parasitaire mais également des conditions
climatiques (26). De fait, I’efficacité de la rotation des patures est généralement plus importante
dans les régions tropicales ou subtropicales ou, si le développement de 1I’ceuf en larve est plus

rapide, la durée de vie des larves est inférieure (72, 132).

En régions tempérées, la gestion de la rotation des patures impose une charge de travail
supérieure pour une efficacité limitée. Par ailleurs cette pratique entraine un risque de
propagation de la résistance aux helminthes par suppression du contact entre les parasites

sensibles et les hotes.

c) Utilisation de paturages mixtes entre hotes différents.

i) Paturage mixte entre espéeces différentes
L’utilisation d’un paturage commun pour des hotes différents, le plus souvent des petits et des

grands ruminants, peut permettre de réduire les risques d’infestation par les strongles du tube
digestif par diminution de 1’exposition de chacun des hotes. Cela découle de la spécificité

parasitaire des nématodes gastro-intestinaux pour un héte donné.

En conséquence, lorsqu’un bovin ingere un strongle spécifique des petits ruminants, ce dernier
va bien souvent se retrouver dans une impasse biologique. Cela va conduire a la mort de la larve

ingérée et donc a une contamination subséquente moins importante de la pature.

La chevre et le mouton ne peuvent pas étre considérés comme des hotes différents au regard de
I’infestation parasitaire car ils sont sujets aux infestations par les mémes nématodes gastro-

intestinaux.

Par ailleurs, certains nématodes gastro-intestinaux, notamment Haemonchus contortus (135),
sont relativement ubiquistes et peuvent se développer a la fois chez les petits et les grands
ruminants. Le paturage mixte équidés/ruminants peut permettre de contourner 1’ubiquité

relative de ces parasites.
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Les deux hotes du paturage mixte peuvent évoluer sur la parcelle de maniére simultanée ou en
alternance (136). Dans le premier cas, on observe une dilution de I’infestation parasitaire par
compétition sur I’ingestion des larves infestantes, dans le second, vient s’ajouter une période

de « decontamination » de la prairie par absence de paturage de 1’espéce sensible au parasite.

L’¢étude réalisée par Brito et al. en 2013 a montré une efficacité supérieure du paturage mixte
simultané par rapport au paturage mixte alterné chez les ovins en termes d’excrétion fécale
d’ceufs de nématodes tandis que chez les bovins, aucune différence n’a été observée (137). Cela
peut s’expliquer par la différence entre les niveaux d’ingestion des bovins et des ovins sur la
pature. Cette méme étude a montré une diminution de I’occurrence d’Haemonchus contortus
dans les cultures fécales des ovins en paturage mixte par rapport au paturage simple (137). Ces
résultats peuvent étre nuancés dans le cas ou les différences de comportement alimentaire
favorisent au contraire 1’infestation, si les bovins consomment les herbes hautes et qu’a la suite
de cela les ovins consomment 1’herbe prés du sol. Encore une fois, la densité de la pature est a

prendre en compte lors de paturage mixte simultané (138).

i) Paturage mixte entre individus d’'une méme espéce
Lorsque les animaux sont confrontés aux parasites ils peuvent développer une immunité plus

ou moins importante (cf IV.C.1.b de la Partie 1). De fait, les animaux plus &gés sont moins
sensibles a D’infestation et excretent généralement moins d’ceufs que les plus jeunes. La
consommation d’'une méme pature par des animaux immunisés et naifs ou présentant une
diminution d’immunité liée par exemple a la fin de gestation ou a la lactation peut permettre
une moindre infestation de ces derniers bien que les résultats soient moins probants que lors du
paturage mixte multi-especes (138).
2) Controle biologique de [’infestation des pdtures

La lutte biologique consiste en ’utilisation d’organismes vivants antagonistes dans le cadre de
la Iutte contre un nuisible. Ces organismes sont qualifiés d’agents de lutte biologique et peuvent
étre des prédateurs, des agents pathogeénes spécifiques du nuisible, ou des étres vivants entrant

en compétition avec le nuisible pour les ressources sans avoir son pouvoir pathogene.

Dans la lutte contre les nématodes, plusieurs catégories d’agents biologiques ont fait I’objet
d’études, en particulier les champignons neématocides, les bactéries nématocides et les

nématodes « cannibales ».
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a) Utilisation de champignons nématocides
Les champignons nématophages ont dans un premier temps été utilisés en agronomie dés les
années 1950 pour lutter contre des nématodes parasitant et détruisant les cultures (139). Ces
champignons capturent les larves libres des nématodes a 1’aide de réseaux adhésifs. D’autres
champignons peuvent avoir des propriétés nématocides par sécrétion de substances toxiques
pour les nématodes tels que certains alcaloides (comme le paraherquamide synthétisé par
Penicilium paraherquei) ou des terpenes (140).

L’observation de ces effets nématophages ou nématocides a conduit les chercheurs a examiner
I’effet de I’ensemencement in vitro de maticres fécales d’animaux infestés par des parasites par
des conidies (spores assurant la multiplication asexuée) de Monacrosporium eudermatum ou
Arthrobotrys oligospora a raison de 20 000 conidies par gramme de féces. Cet ensemencement
a résulté en une réduction du nombre de larves infestantes de respectivement 95,7 et 98,3%
(141).

Parmi les champignons nématophages, Duddingtonia flagrans s’est rapidement imposé comme
le champignon le plus étudié pour sa capacité a survivre dans le tube digestif des ruminants
grace a la formation de chlamydospores, sa capacité a croitre rapidement sur les bouses et sa
capacité a piéger les larves de nématodes au sein des déjections animales (132). Ainsi, des
administrations orales de chlamydospores de Duddingtonia flagrans a hauteur de 11 millions
de chlamydospores par individu ont provoqué une réduction du développement des larves L3
de 71% dans les deux jours suivants I’administration et de 56% aux troisiéme et quatrieme jour

(142) probablement du fait de 1’élimination du champignon du tractus digestif (136).

Des doses inférieures se sont montrées inefficaces (144) car les spores, bien que possédant une
paroi épaisse, sont partiellement dégradées dans la caillette des ruminants (145). De fait 1’étude
d’Ojeda et al. (2008) a postulé que la quantité optimale de spores pour prévenir le
développement et la migration des larves infestantes était de 10 spores ingérées par ceuf de

nématode dans les matieres fécales (146).

L’utilisation de ces champignons permet une décontamination de la pature par action in situ
dans les féces des animaux. Ainsi, des animaux recevant des concentrés contenant des spores
vont contaminer la pature de maniéres moins importante que ceux n’en recevant pas ce qui aura
pour conséquence une infestation moins importante d’animaux sains leur succédant sur la
pature (147). L’efficacité des concentrés ne dépendant ni des conditions de stockage ni de la

température, ce systéme pourrait étre utilisable dans tous les zones géographiques (148, 149)
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notamment en combinaison avec une gestion raisonnée du paturage dans les zones tempérées

ou I’assainissement de la pature est plus lent.

L’utilisation de Duddingtonia flagrans ne semble pas avoir d’impact négatif sur
I’environnement (150). Des granulés contenant des spores de Duddingtonia flagrans sont
disponibles sur le marché australien (exemple : BioWorma®) mais ne semble pas encore

commercialisé en France bien que des essais y aient été meneés (151).

Le mode d’action de Duddingtonia flagrans a été élucidé en utilisant la microscopie a
fluorescence (152). Dans les premiers temps de 1’interaction entre la larve et le champignon, un
anneau de chitine se forme a la zone de contact des cellules de Duddingtonia flagrans et de la
cuticule de la larve. Puis, le champignon sécrete des enzymes lytiques qui dégradent la cuticule

et croit a I’intérieur de la larve (152) (Figure 19).

Chlamydospore

~
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Figure 19 : Piégeage d'une larve infestante de nématode par le réseau d'hyphes de Duddingtonia
flagrans. D ’apreés Youssar et al. (2019) (152).

b) Utilisation de bactéries nématocides

i) Bactéries productrices d’endotoxines : exemple de Bacillus thurigiensis
L’utilisation de substances d’origines bactériennes ou de bactéries dans le cadre de la lutte

contre les insectes ou les nématodes parasites de plantes n’est pas récente (153, 154). Parmi ces
« biopesticides » les bactéries les plus utilisées sont celles du genre Bacillus spp (155) qui
représentent prés de 90% du marché des biopesticides, bien que leur utilisation représente un

part assez faible des pesticides au sens large.

L’espéce bactérienne la plus étudiée est Bacillus thuringiensis, un bacille Gram positif, flagellé

dans sa forme végétative et capable de sporuler. Divers variants de Bacillus thuringiensis se
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sont réveélés efficaces contre les larves de nématodes, de méme que Bacillus circulans, tandis
que Bacillus cereus, responsable de nombreuses intoxications alimentaires pour les humains,

ne semble pas avoir d’effet particulier sur les larves de nématodes (156).

Lors de la sporulation, Bacillus thuringiensis synthétise un cristal protéique constitué de 5-
endotoxines qui sont libérées et solubilisées dans I’intestin des larves d’insectes. Celles-ci sont
alors responsables de la formation de pores dans la muqueuse intestinale et de la mort rapide
desdites larves (157) (Figure 20).
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Figure 20 : Mode d'action de Bacillus thuringiensis apres ingestion de
sporanges par une larve d'insecte. D'aprés Loudhaief (2016) (157) .

Plusieurs études réalisées sur des nématodes laissent supposer un mode d’action similaire (158).
L’administration directe des de 3-endotoxines présentant un effet nématocide a fait ses preuves
in vitro a des concentrations molaires (20-40 ng/mL) inférieures a celles utilisees pour de
nombreuses molécules anthelmintiques (les molécules étant cependant de poids moléculaire
beaucoup plus important) (159). Cependant, ces toxines sont rendues beaucoup moins actives
lors d’un séjour a pH acide ce qui complique leur utilisation in vivo du fait de I’acidité de la
caillette des ruminants. L’administration péritonéale des toxines n’a pas eu d’effet sur les
moutons, ce qui était prévisible du fait de la faible toxicité desdites toxines sur les mammiferes
(160) et a réduit le nombre de parasites retrouvés a 1’autopsie démontrant un effet des toxines
sur les stades parasitaires en plus de 1’effet sur les formes libres (161). Cependant, ce mode

d’administration, réalisable en expérimentation n’est pas adapté au terrain.
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Une autre solution consiste a cibler les larves dans les féces en faisant ingérer des sporanges a
I’animal comme c’était le cas avec Duddingtonia flagrans. Cependant, cela supposerait une
germination immédiate des spores puisque 1’efficacité de Bacillus thuringiensis décroit avec le

temps passe par les larves dans les feces (162).

L’utilisation d’Escherichia coli génétiquement modifiée pour produire les toxines de Bacillus
thuringiensis pourrait se réveler un bon moyen de lutter contre les formes larvaires
d’Haemonchus contortus. En effet, plusieurs études ont montré une toxicité plus importante
d’une toxine particuliére de Bacillus thuringiensis lorsqu’elle était produite par Escherichia coli
par rapport au « cocktail » de protéines du cristal produit par la bactérie d’origine (163). De
plus, Escherichia coli n’introduit pas le temps de latence li¢ a la germination des spores de

Bacillus spp.

i) Bactéries responsables de la digestion interne du nématode : exemple de
Chryseobacterium nematophagum.
La découverte de Chryseobacterium nematophagum, un bacille Gram négatif capable de

synthétiser des chitinases et des métalloprotéases analogues a des collagénases, est tres
récente (2019). Deux souches tres proches ont été découvertes dans le méme temps dans une
pomme pourrie & Paris en France et dans une figue en décomposition a Bangalore en Inde.
Des expériences in vitro ont montré que la bactérie lorsqu’elle était ingérée tuait 100% des
larves L1, L2 et L3 de Haemonchus contortus par lyse du pharynx puis de la cuticule depuis

I’intérieur du nématode (164).

Par ailleurs les nématodes, en particulier Caenorhabditis elegans, ne semblent pas étre
repoussés par les cultures bactériennes de Chryseobacterium nematophagum et les
consommer spontanément (164). Des études plus approfondies doivent étre menées pour
confirmer le potentiel anthelmintique de cet agent de contréle biologique nouvellement

découvert.

c) Utilisation de nématodes « cannibales »
Peu de recherches ont été réalisées par rapport a 1’utilisation de nématodes nématophages pour
lutter contre les strongles gastro-intestinaux. Une étude menée par d’Alexis et al. (2009) a
montré une réduction de 29% de la quantité de larves infestantes dans des bacs contenant des
vers de terre par rapport a ceux qui n’en contenaient pas (165) et une étude plus récente a montré
que les nématodes appartenant au genre Buttlerius pouvaient diminuer 1’évolution des ceufs en

larves infestantes de 61,9% dans les feces de moutons (166).
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Par ailleurs I’ensemencement d’une pature par des vers de terre est connu pour avoir des effets
plutét positifs sur les aspects agronomiques de celle-ci (aération des sols, enrichissement) ce
qui s’ajoute au léger intérét dans la lutte biologique contre les nématodes gastro-intestinaux

(167).

C) Actions de lutte contre le parasitisme centrées sur I’héte
Les actions de lutte contre le parasitisme centrées sur 1’hdte reposent principalement sur les
notions de résistance et de résilience des hétes au parasitisme. La résistance se définit par la
capacité de 1I’hdte a réguler son infestation en agissant sur I’élimination des parasites, sur leur
développement ou sur leur fécondité (72, 168, 169) tandis que la résilience se définit par sa
capacité a maintenir sa production malgré la présence de parasites (72).

Généralement, une amélioration de la résistance est accompagnée d’une meilleure résilience
dans la mesure ou les animaux supportent mieux des niveaux d’infestation plus faibles (106,
170). Cependant ces deux concepts peuvent parfois étre dissociés. Des études ont montré, par
exemple, que les mécanismes de résistance, lorsqu’ils étaient excessifs ou dérégulés pouvaient

engendrer un coflit physiologique supérieur a celui de I’infestation (171).

1) Le contréole immunologique de l'infestation parasitaire
a) Réponse immunitaire de I’hote

La réponse immunitaire est classiquement composée de deux branches : la réponse immunitaire
innée dans laquelle des mécanismes non spécifiques sont rapidement mis en ceuvre et la réponse
immunitaire adaptative dans laquelle des réponses plus tardives mais spécifiques de 1’agent
pathogéne se mettent en place. Cette deuxiéme réponse présente, outre sa spécificité, 1’intérét
d’étre rapidement reproduite en cas de seconde exposition grace a sa propriété de « mémaoire ».
Ces deux branches, bien que souvent séparées car distinctes chronologiquement, ne sont pas
indépendantes et doivent étre considérées comme deux éléments connectés d’un unique
systeme.
)] Réponse immunitaire innée face a l’infestation parasitaire

Au niveau du tractus gastro-intestinal I’immunité innée est assurée par I’imperméabilité de
I’épithélium digestif aux strongles gastro-intestinaux. Cette barriére cellulaire est renforcée par
la production de sécrétions muqueuses (notamment les mucines) ainsi que par le péristaltisme

intestinal qui permet 1’¢limination des pathogenes non attachés.

La surface luminale du tube digestif est couverte par une couche de mucus, produite par les

« cellules du collet » dans la caillette et par les cellules caliciformes dans 1’intestin. Le mucus,
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essentiellement constitué de mucines, qui sont des glycoprotéines de fort poids moléculaire, a
longtemps €té considéré comme une simple barriere physique dont la synthese était augmentée
en cas d’infestation parasitaire en lien avec une prolifération et une hyperplasie des cellules
caliciformes (172, 173). Cependant des études plus récentes ont révélé I’importance de certaines
mucines dont les chaines oligosaccharidiques conférent une protection plus ou moins
importante (173). Ainsi, I’infection par Haemonchus contortus semble associée avec une
diminution de I’expression de Muc5AC moins importante chez les animaux résistants que chez
les animaux sensibles suggérant un réle protecteur de ladite mucine (174). Par ailleurs, une
altération de la glycosylation des mucines fundiques lors d’infestation par Haemonchus
contortus peut jouer un réle dans la résistance des brebis, les sulphomucines et sialomucines
ayant été associées a plusieurs reprises avec une expulsion des nématodes de I’intestin (173,
175, 176).

L’importance de la motilité du tube digestif, bien démontrée dans les études sur rongeurs (177)
est plus controversée chez les moutons. Cependant 1’étude de MacKinnon et al. (2009) a montré
une surexpression des genes impliqués dans la motilité intestinale en cas d’infestation par

Haemonchus contortus (178).

Un autre élément important de la réponse immunitaire innée est 1’activation des molécules du
complément (179, 180). L’opsonisation du parasite provoque, entre autres, le recrutement
d’éosinophiles indépendamment des mécanismes spécifiques (par I’intermédiaire de
I’interleukine 5 notamment) a 1’origine de la destruction des parasites (181). Cependant des
mécanismes de résistance d’Haemonchus contortus existent respectivement pour la voie
classique et alterne. L’inactivation de Clq par une protéine analogue a la Calréticuline
retrouvée dans les produits d’excrétion et de sécrétion du parasite (182) est responsable d’une
diminution de I’efficacité de la voie classique tandis que la voie alterne est altérée par une
protéine nommée H.c-C3BP se liant a C3, pivot central du fonctionnement du complément. Ces
deux mécanismes résultent en une diminution de formation du complexe d’attaque

membranaire (183)

Enfin, la quantité¢ d’histamine, tant dans le mucus que dans la muqueuse a été négativement
corrélée avec la charge parasitaire suggérant que les animaux résistants, en sécrétant plus

d’histamine, limitaient I’infestation (184).
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De nombreux éléments interviennent dans I’immunité innée (Figure 21) et ont également un
impact sur ’immunité adaptative. Ainsi le complément favorise la présentation de motifs
antigéniques appelés PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) aux PRR (Pattern
Recognition Receptor), récepteurs des cellules immunitaires. Cette reconnaissance provoque
une libération d’histamine par les mastocytes apres stimulation par le complément (178).
L’histamine, par son action vasoactive, augmente la perméabilité vasculaire et le recrutement

des effecteurs de I'immunité adaptative.

Expression de
PRR pour
reconnaitre les
PAMP

Augmentation de Dégranulation des
la sécrétion de mastocytes et

mucus et Augmentgtllon de libération d’histamine
la motilité

modification de - recrutement

celui-ci intestinale d’effecteurs

Figure 21: Mécanismes de I'immunité innée impliqués dans la réponse précoce a l'infestation par
Haemonchus contortus.

i) Réponse immunitaire adaptative face a ['infestation parasitaire
L’immunité innée était plutdt associée avec une €limination rapide des parasites au premier

contact par I’intermédiaire de mécanismes non-specifiques. Au contraire, I’immunité adaptative
est un phénomene qui se met en place plus lentement et nécessite un premier contact avant

d’étre efficace.

La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative a ’infestation par Haemonchus

contortus est rendue difficile par la succession rapide des stades parasitaires qui ne présentent
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pas toujours les mémes antigénes de surface (181). Chaque étape du développement du parasite

représente un stimulus immunologique différent (185).

La réponse immunitaire adaptative a 1’infestation par Haemonchus contortus est souvent
qualifi¢e de Th2, d’aprés la nomenclature mise en place par Mosmann et al. (1984) qui
différencie deux types de réponses adaptatives (186). Les lymphocytes T helper de type 1 (Thl)
produisent plutét de I’interleukine-2, de I’interféron-y ou du TNF-f tandis que les lymphocytes
T helper de type 2 produisent de 1’interleukine-4, de 1’interleukine-6 et de I’interleukine-10 par

exemple.

Une vision simpliste consiste a associer les réactions de type Thl avec les infections
intracellulaires, qu’elles soient virales, bactériennes ou a protozoaires ; et les réactions de type
Th2 avec les infections par des pathogénes extracellulaires, en particulier les parasites
métazoaires (187).

L’importance des lymphocytes T CD4+ dans la réponse immunitaire & Haemonchus contortus
a été montrée par Gill et Watson en 1993 grace a I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés
contre ces cellules. Les animaux les plus résistants présentaient une hyperplasie de la muqueuse
associée avec une augmentation de la quantité de mastocytes et d’éosinophiles mais ces criteres
revenaient au niveau du contrdle lors d’invalidation des lymphocytes T CD4+ (188, 189). Au
contraire, les anticorps monoclonaux dirigés contre les lymphocytes T CD8+ n’ont eu aucun
effet sur la résistance, suggérant que ces cellules n’interviennent pas dans I’immunité contre
Haemonchus contortus. L’inoculation de larves d’Haemonchus contortus induit par ailleurs une
prolifération des lymphocytes résultant en une hypertrophie des nceuds lymphatiques
abomasaux et en une augmentation de la quantité de lymphocytes T CD4+ dans la paroi
abomasale et dans le sang périphérique.

L’orientation Th2 de la réponse immunitaire provoquée par les nématodes gastro-intestinaux
se traduit par une stimulation des lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes
sécretant des immunoglobulines A, E et G. Les IgA produites a la surface de la muqueuse sont
impliquées dans la diminution de la croissance du parasite par action sur les larves L4 (190),
probablement par cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (179). D’autres
réles potentiels des IgA mucosales ont été proposés, notamment une diminution de la longueur
(168) et de la fécondité (191) des vers adultes. Les IgE se fixent sur la cuticule des parasites et
induisent la cytotoxicité a médiation humorale des éosinophiles et des mastocytes qui possédent

des récepteurs ayant une bonne affinité pour les IgE (192).
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Figure 22: Mise en place de la réponse immunitaire adaptative en réponse a une infestation par des
nématodes gastro-intestinaux d'aprés McRae et al. (190).CD : Cellule Dendritique ; CPA : Cellule
Présentatrice d’Antigenes ; E : Eosinophiles ;M : Mastocyte ; P : Plasmocyte ; T : Lymphocyte T.

b) Facteurs impactant la mise en place de la réponse immunitaire

)] La race
Toutes les races de brebis ne sont pas aussi résistantes au parasitisme et en particulier a

I’haemonchose. En effet, de nombreuses études menées sur des brebis rustiques ou endémiques
de milieux tropicaux ont montré une meilleure résistance de ces brebis par rapport a celle des
brebis « domestiques » ou des races sélectionnées pour leur production (193-196). Un bon
exemple est I’étude menée par Courtney et al. (1985) (197). Quatre « races » de moutons ont
été comparées, a savoir : les Saint-Croix, un mouton a poil originaire des Tles Vierges ; les
Barbados Blackbelly, une race a poil originaire de la Barbade ; les Florida-Native Gulf Coast,
moutons lainiers importés d’Espagne aux Etats-Unis ; et des moutons issus de croisement entre
Dorset, Suffolk, Finn et Rambouillet en proportions variables nommés « moutons
domestiques » dans 1’étude (Figure 23). En seconde infestation, les excrétions fécales d’ceufs
et les hématocrites des moutons des différentes races ont été mesurés et ont révelé des

différences significatives permettant de classer les différentes races en fonction de leur
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résistance selon 1’ordre suivant: Saint-Croix > Florida-Native Gulf Coast > Barbados

Blackbelly > Moutons domestiques (197).

Figure 23: Races de moutons comparées dans I'étude de Courtney et al. (1985). De droite a gauche, de
haut en bas : Saint-Croix, Barbados Blackbelly, Florida-Native Gulf Coast, Suffolk & Dorset (197)

i) Le sexe
Bien avant la mise en évidence scientifique d’une différence de résistance entre les males et les

femelles, les ¢éleveurs d’ovins avaient constaté que les males étaient souvent plus affectés par
le parasitisme. La revue de Barger (1993) réunit les preuves expérimentales de la moindre
résistance des béliers a ’infestation par Oesophagostomum columbarium, Trichostrongylus
colubriformis et Haemonchus contortus lorsque I’infestation est réalisée autour de la puberté

ou apres celle-ci (198).

Cette différence se ressent sur I’excrétion fécale d’ceufs, significativement plus faible chez les
femelles que chez les méles (47, 61, 199), sur le taux d’établissement lui aussi significativement
plus faible chez les femelles (199). Des paramétres de résilience sont également
significativement impactés par I’effet sexe avec un hématocrite, une croissance (exprimée par
le GMQ) et un état corporel inférieurs chez les males que chez les femelles a la suite d’une
infestation par Haemonchus contortus (199). Cet effet n’est pas marginal et I’analyse multi-
variée réalisée par Stear et al. (1995) estime que parmi les quatre facteurs expliquant 99% de la
variabilité de la charge parasitaire, le sexe représentait 14% de ladite variabilité (les trois autres

facteurs étant 1I’excrétion fécale d’ceufs, I’hématocrite et le poids corporel des animaux) (170).
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Cette différence n’était pas observée lorsque les agneaux étaient comparés avant la puberté et
était moins marquee voire inversée lorsque les études comparaient des agnelles entiéres et des
agneaux castrés (200). La principale hypothése expliquant ces différences réside dans 1’effet
immunostimulant des cestrogénes notamment sur la réponse Th2 (201). Au contraire la
testostérone est plutdt considérée comme ayant un effet dépresseur sur I’immunité notamment
en diminuant I’activation des macrophages et la production d’immunoglobulines (201). L’effet
de la testostérone semble plus important que celui des cestrogénes sur 1’infestation par les
helminthes chez les souris puisqu’une ovariectomie de souris femelles n’a pas eu d’effet sur la
charge parasitaire tandis que 1’injection de testostérone chez les mémes souris augmentait

sensiblement cette derniere (202).

La différence de résistance observée repose essentiellement sur I’immunité adaptative puisque
I’effet sexe ne s’observe pas, ou de maniére moins marquée en premicre infestation (197). Par
ailleurs Gonzélez-Gardufio et al. (2018) ont montré que les males présentaient une
concentration d’IgA muqueuses et salivaires inférieure a celle des femelles et une quantité de
leucocytes circulants également inférieure ce qui semble confirmer cette affirmation (47).

iii)  Age et statut physiologique
* Effets de I’dge sur la mise en place de I’immunité

L’immunité développée par les hotes contre Haemonchus contortus dépend, non seulement du
rang d’infestation des animaux -les animaux naifs étant moins résistants que les animaux qui
ont déja été infestés et ont déja exprimé une réponse immunitaire par le passé — mais également
de I’age des hotes. Sargison et al. (2011) ont mené une étude comparative entre des agneaux de
12 semaines et des brebis de 14 mois, élevés dans des conditions les préservant de tout contact
avec des nématodes gastro-intestinaux. Les comparaisons d’excrétion d’ceufs fécales étaient
environ 4 fois plus importantes chez les agneaux que chez les brebis entre le 17°™ et le 32°M®
jour suivant I’infestation puis décroissaient chez les agneaux pour se stabiliser a un niveau
Iégérement supérieur au niveau stabilisé des brebis. Cette différence ne s’expliquait pas par la
charge parasitaire, identique entre les deux catégories d’animaux, mais par la fécondité des
femelles Haemonchus contortus, 4 a 8 fois plus importante chez les agneaux que chez les brebis
(203). Du fait du manque d’animaux, les analyses statistiques n’ont pas été menées dans cette

étude mais les résultats sont visuellement frappants.

Par ailleurs ’'immunité adaptative associée a une deuxiéme infestation dépend de la maturité
du systéeme immunitaire des animaux lors de la premiere infestation et de la capacité de mise

en place de la mémoire immunitaire (204). Ces résultats se retrouvent également dans 1’étude
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de Vervelde et al. (2001), dans laquelle la vaccination était plus efficace sur les animaux de 9
mois (réduction de 82% de la charge parasitaire par rapport aux contrdles non vaccinés a 9
mois) que sur les animaux de 6 mois (réduction de 77% de la charge parasitaire par rapport aux
contréles non vaccinés a 6 mois). Les animaux vaccinés a 3 mois présentaient une charge
parasitaire 34% plus important que les animaux contrdle lors de la mesure, quinze semaines
apres vaccination soit cing semaines apres challenge immunologique (205). Ces différences en
termes de charge parasitaire ont également été retrouvées pour la production d’IgG1 spécifiques
des produits d’excrétion et de sécrétion d’Haemonchus contortus, significativement plus élevée
chez les animaux de 9 mois. De méme la production d’IgA spécifiques de ces produits
d’excrétion et de sécrétion, toujours significativement différente entre le groupe vacciné et le
groupe contrdle, était d’autant plus importante que les animaux étaient agés (205). Enfin, bien
que la vaccination ait induit une augmentation des mastocytes dans tous les groupes d’age, elle

n’a induit une augmentation des éosinophiles que chez les agneaux de 9 mois (205).
* Relachement d’immunité péri-partum

Comme évoqué supra, les brebis péri-parturientes présentent un relachement d’immunité
(nommé PPRI pour Periparturient Relaxation of Immunity) qui se caractérise, dans le cadre de
I’infestation par des nématodes gastro-intestinaux, par une augmentation temporaire de
I’excrétion fécale d’ceufs (qualifiée de Periparturient Rise: PPR) responsable de la
contamination massive des agneaux nouvellement nés. Cette augmentation de 1’excrétion fécale
d’ceufs est plus importante chez les brebis allaitantes que chez les brebis gestantes et, que ce
soit pour la gestation ou I’allaitement, elle est renforcée par la prolificité des brebis (206).
Plusieurs hypothéses ont été proposées concernant I’augmentation de 1’excrétion fécale
d’ceufs : une réactivation des larves L4 entrées en hypobiose a la faveur d’une diminution de
I’immunité mucosale ou une augmentation de la prolificité par manque d’inhibition par

I’'immunité (207).

La PPRI survient chez toutes les races ovines mais les races rustiques semblent la subir de
facon moins marquée que les espéces a haute production et en particulier les moutons a poil
(par exemple les Barbados Blackbelly dans les Caraibes ou les Katahdin issus de races
africaines) la subissent moins que les moutons lainiers (208). La PPRI commence, en fin de
gestation, par une diminution des éosinophiles circulants, une diminution générale des anticorps
circulants et une diminution de la quantité de mastocytes, de leucocytes et de cellules
caliciformes dans la muqueuse intestinale lors de [I’infestation par Trichostrongylus
colubriformis (209). Cette diminution est plus forte encore pendant la lactation mais un retour
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a la normale suit rapidement le sevrage et un sevrage précoce permet un retour a la normale
plus rapide (210).

Les principales hypothéses concernant le relachement de I’'immunité péri-partum sont : un
déficit énergético-protéique lié aux besoins excédentaires engendrés par le développement du
foetus ou des feetus (211) et une modification immunitaire liée a la présence, plus ou moins
importante selon le nombre d’agneaux, de progestérone (212). La concentration de
progestérone circulante sans étre proportionnelle au nombre d’agneaux, augmente de facon
non-linéaire avec le nombre de corps jaunes. Bien qu’orientant globalement 1I’immunité vers
une réponse Th2, la progestérone inhibe la production d’oxyde nitrique par les macrophages,
donc la capacité cytolytiqgue de ceux-ci; la maturation des cellules dendritiques et la
prolifération des lymphocytes T et elle augmente la production de cytokines associées a la

réponse T-régulatrice (201).

La réponse immunitaire mise en place par les ovins pour lutter contre 1’infestation parasitaire
est une réponse essentiellement adaptative. Quelques phénomeénes de I’immunité innée se
mettent en place lors de la premiére rencontre avec le parasite : sécrétion de mucus,
dégranulation de cellules effectrices non spécifiques mais c’est lors de la seconde rencontre
avec le parasite qu’une véritable résistance se manifeste. Cette résistance dépend de la race,

du sexe de 1’age et du statut physiologique des animaux.

Pour améliorer la résistance des animaux, les méthodes reposeront sur les différences que
nous avons observées dans les paragraphes précédents. Ainsi la sélection génétique
permettra de reproduire I’effet « race » par reproduction des individus résistants, la
vaccination pourra permettre une immunisation avant la premiére rencontre parasitaire
véritable et la gestion de I’alimentation tentera de compenser le déficit énergético-protéique

lié au péri-partum.

2) Amélioration de la résistance et de la résilience des animaux a l’infestation
parasitaire.

a) Lavaccination

)] Un vaccin contre [’haemonchose ovine, enfin |
Si les premieres recherches dans le but de créer un vaccin pour lutter contre les helminthiases

chez les ruminants remontent aux années 1950, il a fallu attendre 2014 pour qu’apparaisse sur
le marché le premier vaccin dirigé contre un nématode gastro-intestinal : Haemonchus

contortus. Développé par le Moredun Institute of Research en Ecosse, Barbervax® est
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désormais utilisable en Australie ainsi qu’en Afrique du Sud sous le nom commercial de

Wirevax® (http://barbervax.com.au). Le vaccin est administré par voie sous-cutanée et la

posologie est la méme indépendamment du poids de I’animal. A notre connaissance, aucun

vaccin n’est actuellement disponible en France.

i) Principes genéraux de la vaccination contre Haemonchus contortus
Les études menées pour chercher un vaccin contre Haemonchus contortus ont majoritairement

consisté en une recherche d’antigénes immunogenes et donc protecteurs. Deux grandes
catégories d’antigénes ont été étudiées : les antigenes dits « naturels » et les antigénes dits
« cachés ». Les antigenes « naturels » sont présentés naturellement a I’hote, ce sont par exemple
des protéines de la cuticule du parasite aux différents stades, des larves irradiées (213) ou des
produits d’excrétion-sécrétion du parasite (214). Ces antigénes sont susceptibles d’interagir
avec les cellules immunitaires de I’hote. Les antigénes « cachés », quant a eux, sont des
antigénes que 1’hote ne devrait en théorie pas rencontrer. Le plus souvent ce sont des protéines
du tractus digestif du parasite qui sont ciblées par les anticorps issus de la vaccination lors de

I’ingestion du repas sanguin par le parasite.

L’administration de larves irradiées s’est assez rapidement révélé décevant (213) et, de fait,
I’essentiel des recherches sur les antigénes naturels s’est concentré sur les produits d’excrétion
et de sécrétion d’Haemonchus contortus (215). Ces derniers ont montré leur efficacité dans de

nombreuses études expérimentales mais pas fait de méme dans les études de terrain (205).

Le besoin d’homogénéité des vaccins a conduit les scientifiques a travailler sur des protéines
recombinantes d’antigénes reconnus comme immunogeénes dans le but d’une diffusion a grande

échelle, les résultats d’un certain nombre d’essais ont été intégrés a la revue de Nisbet et al.

(215).

L’utilisation de ce genre de vaccins est envisageable dans le cas ou les infestations sont
essentiellement dues a Haemonchus contortus. Cependant la plupart des infestations par des
nématodes gastro-intestinaux sur le terrain sont des infestations mixtes et il n’existe pas de
protection croisée puisque d’une part les antigénes peuvent varier fortement d’une espéce
parasitaire a I’autre et puisque, a fortiori, les anticorps produits suite a la vaccination ne

fonctionnent que sur les parasites hématophages (43).

iii) Mode d’action du Barbervax®
Le Barbervax® contient les deux antigénes «cachés» ayant engendré les meilleurs

résultats lorsqu’ils ont été utilisés en tant que vaccins. H-gal-GP et H11 sont deux complexes
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glycoprotéiques présents dans la muqueuse intestinale des vers et impliquées dans les processus
de digestion du sang. La vaccination avec H-gal-GP a occasionné une diminution de 1’excrétion
fécale d’ceufs de plus de 90% et une diminution de la charge parasitaire de 70% dans plusieurs
études indépendantes (216)) et celle avec a permis une réduction de I’excrétion fécale d’ceufs

de 91% et d’une diminution de la charge parasitaire d’environ 70%) (217).

Puisque les antigenes présents dans le Barbervax® sont des antigénes « cachés », une
vaccination répétée est nécessaire pour stimuler une réponse anticorps (essentiellement 1gG1)
suffisante (215) qui ne sera pas entretenue par les infestations suivantes. L’avantage principal
de ce genre d’anticorps est de garantir une réponse immunitaire méme chez les animaux jeunes
ou en péri-partum (215, 218). Lorsque le parasite ingére le sang de 1’hote, il ingére par la méme
occasion les anticorps spécifiques dirigés contre les protéines du tube digestif ce qui altere
I’efficacité de la digestion a I’origine d’un affaiblissement des vers, d’une chute de la fécondité

voire d’un détachement (219).

Le vaccin a déja fait ses preuves en diminuant I’excrétion fécale d’ceufs, la contamination des
patures et la charge parasitaire des ovins (220) et a présenté des résultats concluants chez

d’autres espéces notamment des chévres et des alpagas (221).

La vaccination repose sur une premiére stimulation du systéme immunitaire en amont de la
menace réelle afin de le rendre plus prompt a réagir lors de 1’infestation. Cependant la réponse
ne sera adéquate que si I’animal est capable, grace a une couverture optimale de ses besoins

nutritionnels, de mettre en place tous les mécanismes de défense appropriés.

b) Nutrition et parasitisme
L’infestation par Haemonchus contortus est a I’origine de perturbations métaboliques majeures.
En effet, elle tend a diminuer I’ingestion d’aliment par les animaux infestés et s’accompagne
de pertes protéiques directes par spoliation sanguine nécessitant une réorientation des
nutriments pour assurer I’homéostasie sanguine et indirectes par 1ésions de la muqueuse et
maldigestion protéique associée (106). Ces pertes générent une dépense énergetique

excédentaire pour assurer la réparation des tissus 1ésés et ’homéostasie.

Pour cette raison, la couverture des besoins energétiques et protéiques est étroitement liée a la
résilience des animaux (211, 222). La plupart des études indiquent que les nutriments
essentiellement associés a 1’augmentation de la résilience des animaux sont les protéines (222—
224). Ceci peut s expliquer d’une part par le besoin de compensation des pertes protéiques mais

également par le fait que la plupart des éléments de la réponse immunitaire (mucus,
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immunoglobulines, cytokines et produits de mastocytes ou d’éosinophiles) contre I’infestation
parasitaire sont de nature protéique (224) et nécessitent parfois un équilibre en acides aminés
atypique (richesse des mucines en thréonine, sérine et proline par exemple) (222). Les effets
de la supplémentation protéique sur la résistance a I’infestation sont moins marqués et la
littérature est parfois contradictoire a ce sujet. En effet, Wallace et al. (1998) ont montré qu’une
supplémentation avec de I’urée n’avait eu aucun effet visible sur les paramétres associés a la
résistance (excrétion fécale d’ceufs, charge parasitaire, fécondité des parasites) tandis que tous
les parameétres associés a la résilience (maintien de la production laitiére, de 1’ingestion ou de
la croissance) étaient meilleurs chez les animaux ayant recu la supplémentation (225).
Cependant, quelques études montrent un effet positif de la supplémentation protéique sur la
concentration en éosinophiles, leucocytes totaux et mastocytes dans la muqueuse abomasale

(222) ou sur la production d’immunoglobulines (226).

L’importance des protéines est d’autant plus grande pour les individus dont les besoins sont
augmentés, notamment les agneaux en croissance et les brebis en fin de gestation et début de
lactation. Par ailleurs, un déficit énergétique dans ces situations ou les besoins sont augmentés

de facon importante (Figure 24) peut résulter en une diminution de I’efficacité immunitaire.

1,8
1,6

1,4

lyz w
1

0,8

0,6
0,4

0,2

Besoins énergétiques (UFL/jour)

-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Temps relatif a la mise-bas (semaines)
=0==Brebis a I'entretien —@=Brebis avec 1 agneau Brebis avec 2 agneaux

Figure 24 : Besoins énergétiques d'une brebis en fonction de son statut physiologique autour de la mise-
bas et du nombre d'agneaux de la portée. INRA 2018 (227).

Par exemple, une restriction a hauteur de 30% des apports chez des brebis en début de gestation

provoque une diminution de I’immunité (nombre d’éosinophiles circulants divisé par deux) et
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de la résistance (excrétion fécale d’ceufs multipliée par deux) en période péri-partum par rapport

au témoin (228).

La nutrition seule ne permet pas de compenser totalement le relachement péri-partum de

I’immunité mais permet de le rendre moins drastique (229).

c) Sélection génétique
La sélection génétique pour la résistance au parasitisme en général et a Haemonchus contortus
en particulier repose sur I’importance variabilité de I’infestation des animaux et de leurs
réponses, observées depuis plusieurs décennies. La variabilité d’infestation, partiellement due
a 'inhomogénéité de la présence des larves sur la pature et au comportement alimentaire des

animaux, peut également s’expliquer par une réponse différente desdits animaux.

La résistance au parasitisme, définie comme la capacité de I’hdte a réguler I’installation, le
développement, la fécondité et la survie des nématodes (Douch 1996 et al), est évaluée a I’aide
de différents marqueurs phénotypiques directs ou indirects, idéalement faciles a mesurer,
reproductibles et ayant un rapport direct avec la charge parasitaire et 1’intensité du parasitisme.
Cependant, les mesures peuvent parfois se révéler difficiles a réaliser dans des conditions

naturelles.

i) Hypothéses initiales associées a la sélection génétique
* Les différentes approches de la sélection génétique
La sélection génétique d’ovins résistants aux nématodes gastro-intestinaux est envisageable

selon deux approches (Figure 25) :

- une approche oligogénique ou monogénéique, qui suppose qu’il est possible d’expliquer une
grande part de la variabilité du caractere sélectionné a partir d’un nombre réduit de génes, voire
d’un seul géne, appelé géne majeur dans le cadre de 1I’approche monogénique. On qualifie alors

ces genes de locus de caracteres quantitatifs (QTL pour Quantitative Trait Loci).

- une approche polygénique qui sous-tend que la variabilité du caractére sélectionné dépend
d’un nombre trop important de génes pour pouvoir étre captée par quelques QTL. Cette
sélection sera essentiellement basée sur des mesures phénotypiques et la création de lignées

ovines divergentes sur la base d’une bonne héritabilité des caracteres sélectionnés.
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Figure 25 : Illustration des approches de sélection génétique basées sur le nombre de génes impliqués.

* Méthodes d’analyse nécessaires a I’évaluation de la sélection génétique

La sélection génétique consiste a s’appuyer sur des différences phénotypiques entre des
individus de race différente (230) ou de la méme race (231) pour améliorer la moyenne de

population sur la base de la conservation des individus les plus résistants.

Pour évaluer le degré de résistance ou de résilience des animaux différents marqueurs peuvent
étre utilisés, le plus fréquent étant 1I’excrétion fécale d’ceufs pour la résistance et I’hématocrite
pour la résilience a Iinfestation par Haemonchus contortus (169). La prolifération
lymphocytaire ou la synthése d’anticorps, notamment des IgA, peuvent également étre utilisés
comme marqueurs de la résistance (232, 233) et le poids vif comme marqueur de résilience
(234).

L’utilisation d’un protocole d’infestation précis et répété permet de rendre les mesures plus
cohérentes et de rendre leur interprétation plus répétable. En effet, un certain nombre d’études
s’appuient sur une infestation naturelle pour la premiere et/ou pour la deuxieme infestation ce
qui ne permet pas vraiment d’apprécier la réponse immunitaire puisque la dose infestante
initiale n’est pas identique entre les animaux et n’est pas connue. Par ailleurs 1’utilisation
d’animaux trop jeunes risque de fausser la mesure par interaction avec des anticorps maternels

et naiveté du systéme immunitaire (169).

Du point de vue génétique, la recherche de variabilité s’est longtemps appuyée sur les
microsatellites, séquences répétées soumises a d’importants taux de mutation mais dans la

derniére décennie de plus en plus d’études se sont appuyées sur des études d’association
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pangénomiques (GWAS) (235). Ces études ont abouti a la caractérisation de nombreux locus
de caractéres quantitatifs dans de trés nombreuses régions du génome ovin (230) supportant,
pour les marqueurs étudiés, 1’hypothése d’un modéle polygénique comme c’est trés souvent le
cas dans des phénoménes complexes comme la réponse immunitaire a I’infestation parasitaire.
Cependant, parmi les 26 chromosomes autosomaux des ovins, certains reviennent plus souvent
dans les études comme le chromosome 2 (235-237), le chromosome 3 (236, 237) ou un bon
géne candidat semble étre celui de I’interféron-y (238), le chromosome 6 (233, 235, 236, 239)
ou les chromosomes 8, 11, 13 ou 22. 1l est important de noter que plus les échantillons étudiés
sont petits plus la chance de ne pas détecter des QTL a effet faible est important et plus cela
surestime les QTL détectés. Cet effet est qualifié¢ d’effet « Beavis » du nom de William Beavis

qui a réalisé des simulations pour estimer le taux d’erreur dans la détermination de QTL (240).

Bien que certaines études d’association pangénomiques, parfois renforcées par une cartographie
par région plutdt que par polymorphisme nucléotidique simple pour limiter les comparaisons
statistiques et gagner en puissance (235), ne retrouvent certains QTL découverts dans les études
plus anciennes, il est a ce jour impossible de considérer qu’il existe des génes majeurs impliqués
dans la résistance génétique a Haemonchus contortus. Ainsi, dans 1’étude menée par Atlija et
al. (2016), les trois QTL les plus importants étaient estimés comme expliquant respectivement
0,075%, 0,077% et 0,069% de la variabilité phénotypique (233). De fait la sélection est toujours
phénotypique et ne peut pas encore s’appuyer sur des marqueurs génétiques. Pour cela estimer

I’héritabilité des marqueurs phénotypiques utilisés est trés important.

i) L’héritabilité d'un caractére : notion de base de la sélection génétique (241)

* Cadre théorique de I’héritabilité :
L’héritabilité d’un caractere peut se définir comme la part de variation phénotypique associée
a ce caractere explicable par une variation génétique toutes choses égales par ailleurs. En effet,
la variation phénotypique associée a un caractere peut dépendre non seulement de la génétique

mais également de I’environnement.

On exprime alors I’expression phénotypique comme une valeur, [ représentant la moyenne de
la population, auxquelles viennent s’ajouter un effet génétique G, qui ne dépend que de
I’individu et un effet environnement E, partagé par tous les individus qui cohabitent dans le

méme environnement.
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La variance phénotypique s’exprime alors : var(P) = var(u+G+E) ou P, G et E sont des variables
aléatoires et ou p est un scalaire. Cette expression peut se simplifier en var(P)=var(G+E) car
I’adjonction d’un scalaire, par définition invariant, & une variable aléatoire ne modifie pas la

variance de celle-ci.

La variance d’une somme de deux variables aléatoire s’exprime comme la somme des variances
de deux variables aléatoires et du double de leur covariance: var(P) =
var(G)+var(E)+2cov(G,E).

En considérant que les variables G et E sont indépendantes, ce qui est trés probablement une
approximation (242), on déduit que la covariance entre G et E est nulle et on simplifie

I’expression en var(P)=var(G)+var(E).

A partir de cette derniére équation il est possible d’exprimer I’héritabilité au sens large, notée
H2 = var(G) / var(P). On parle d’héritabilité au sens large car, en pratique, la valeur génétique
est une variable composite. En supposant qu’un seul géne intervienne dans un phénomene
(modéle monogeénique de la Figure X), la part de génétique impliquée dans cette intervention
dépend des deux alleles possédés par 1’individu pour ce geéne ainsi que du potentiel effet
d’interaction entre les deux alléles. On notera Gij= @i + gj + dij , OU Qi et gjsont les effets moyens
des alleles i et j respectivement et 6ij 1’effet d’interaction entre ces alléles (aussi appelé valeur
de dominance). Cette derniere équation sera simplifiée en G=A+D ou A est la somme des effets

moyens des alléles désignée par valeur additive et D I’interaction entre les alléles.

Dans un modele ou plusieurs génes sont impliqués dans la variation phénotypique, la somme
des effets moyens des alléles associés a ces genes peut étre réunie dans la valeur additive A, la
somme des interactions entre alléles d’un méme géne dans D, et les nouvelles interactions entre
alleles de genes différents réunies dans une variable d’épistasie et pouvant étre simples ou

multiple.

L’héritabilité au sens strict, notée h? s’exprime comme le rapport de la valeur génétique additive
sur la variation phénotypique : hz = var(A) / var(P). C’est essentiellement cette valeur que 1’on
va retrouver dans les publications. Elle permet de prédire si I’amélioration génétique par

sélection sera efficace.

11 est trés important de se souvenir que 1’héritabilité n’a pas de sens a I’échelle individuelle mais
est un parametre spécifique non seulement du caractére étudié mais aussi de la population

observée et du milieu. En effet dans une population non représentative de la population générale
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¢tudiée, par exemple dans le cas d’une population sélectionnée et de fait ne respectant pas
I’hypothése panmictique, les fréquences alléliques ne sont pas réparties de la méme fagon et
peuvent modifier la variance génétique. Par ailleurs, I’augmentation de I’influence de
I’environnement, ¢’est-a-dire 1’étude de milieux trés inhomogeénes, va modifier I’héritabilité par

augmentation du dénominateur sans modification du numérateur.
* Valeurs d’héritabilité et interprétation

Bien que I’héritabilité puisse varier grandement d’une population a ’autre, il semble que de
grandes tendances se dégagent tout de méme (241). Des ordres de grandeur peuvent étre

établis :

- h2<0,2: on jugera le caractére comme peu héritable. Cet ordre de grandeur se retrouve
notamment pour les caractéres associés aux aptitudes de reproduction pour lesquels les

conditions du milieu ont une importance trés élevée (augmentation de var(E)).

- 0,2<h2<0,4 : on jugera le caractere comme moyennement, ou modérément, héritable. Cet ordre

de grandeur se retrouve notamment pour les caractéres associés a I’intensité de production.

-h2>0,4 : on jugera le caractere comme fortement héritable. Cet ordre de grandeur se retrouve
notamment pour les caracteres liés aux caractéristiques qualitatives des produits (finesse de la

laine ou taux laitiers par exemple).
* Héritabilité de la résistance génétique a Uinfestation par Haemonchus contortus

De nombreuses études se sont intéressés a I’héritabilité de la résistance génétique a I’infestation
par des nématodes gastro-intestinaux et la plupart convergent vers une valeur d’héritabilité
comprise entre 0,2 et 0,4 sur la base de mesures d’excrétion fécale d’ceufs (43, 232, 243, 244).
Il est parfois difficile d’estimer la part de variation phénotypique expliquée par la variation
additive lors d’études avec infestation naturelle dans la mesure ou les conditions
environnementales ne sont pas les mémes pour tous les animaux et ne sont pas connues

exactement rendant I’interprétation de leur degré de résistance difficile.

L’héritabilité de la résistance semble plus importante en deuxiéme infestation qu’en premicre
infestation ce qui tendrait a confirmer I’importance de la réponse immunitaire adaptative dans

les phénomenes de résistance (245).

La concentration en immunoglobulines circulantes présente également une héritabilité modérée

selon certaines études mais ce marqueur, plus invasif, est moins utilisé en pratique (245).
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L’héritabilité des parametres de résilience semble moins constante entre les différentes études
et si certaines études 1’ont estimée autour de 0,2 (244) voire 0,4 (243) sur la base de mesures
d’hématocrite, plusieurs revues I’estiment comme non significativement différente de 0 (232,
246) et elle est globalement souvent plus faible pour les paramétres de production que pour
I’hématocrite lors d’infestation. Quoi qu’il en soit, une sélection sur la base de la résistance ne
pourra avoir que des effets positifs sur les paramétres associes a la résilience en diminuant la

pression parasitaire (243, 244, 247).

iii) Efficacité de la sélection génétique pour la résistance a Haemonchus contortus.
Une premicre sélection, naturelle et non liée a I’intervention humaine, a commencé a s’opérer

aussitot qu’Haemonchus contortus a infesté son hote. C’est depuis une course a I’armement qui
s’opere entre le parasite et le petit ruminant hotamment dans les régions ou les conditions
climatiques se prétent a la multiplication rapide du nématode et donc a une pression parasitaire

importante.

Le principal effet de cette sélection naturelle est la différence de résistance entre différentes
races de moutons, les moutons originaires de pays tropicaux étant souvent plus résistants que
leurs homologues domestiques comme nous 1’avons vu dans le paragraphe consacré aux

différences de résistances entre races ovines.

Cependant, au sein d’'une méme race, d’importantes variations de réponses existent permettant
une sélection efficace. Ainsi la sélection de béliers en races ovines laitiéres dans les Pyrénées a

permis de diminuer I’excrétion fécale d’ceufs de 30 a 70% (245).

La sélection réalisée sur la base de la résistance a Haemonchus contortus s’étend dans un certain
nombre de cas aux autres nématodes gastro-intestinaux, les mécanismes polygéniques

impliqués étant probablement similaires (232).

La sélection génétique pour la résistance a pu avoir des conséquences surprenantes sur
I’expression de certains génes entre des populations divergentes (246). Ainsi 1’étude d’Alba-
Hurtado et Mufoz-Guzman (2013) (181) a montré que les moutons résistants avaient une
expression des génes associés a la coagulation diminuée et une expression des génes codants
pour des anti-coagulants augmentée, une expression des genes associés a la vasogénese et a la
réparation tissulaire augmentée et une diminution de I’apoptose des cellules intestinales
associée a une augmentation de la motilité intestinale. Par ailleurs Doyle et al. (2011) ont
montré une augmentation de 1’hématocrite chez la lignée de moutons Mérino sélectionnée pour

la résistance a Haemonchus contortus, concomitamment avec une augmentation des
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¢osinophiles circulants et de la quantité d’IgG1 circulante par rapport a la lignée sensible non

significativement différente du contrdle (248).

iv) Interaction entre la sélection génétique pour la résistance a Haemonchus contortus
et les parametres de production.
Pour que la sélection génétique pour un caractere puisse étre intégrée de facon raisonnée dans

les schémas de sélection il faut que le progres réalisé dans ce caractére n’occasionne pas de
dépréciation des autres caracteres du schéma de sélection (paramétres de production ou de

reproduction par exemple).

Si la majorité des études montrent que la corrélation génétique entre I’excrétion fécale d’ceufs
et les parametres de production n’est pas significativement différente de 0 voire induit des
résultats positifs au cours d’une infestation (249-251), quelques études supposent qu’une
augmentation des ressources allouées a I’'immunité peut provoquer une diminution de la

croissance, de 1’enlainement ou de la production laitiére, notamment hors infestation (178).

V) Intégration de la sélection génétique pour la résistance a Haemonchus contortus
dans les schémas de sélection.
Le principal obstacle a I’intégration de la sélection génétique pour la résistance a Haemonchus

contortus dans les schémas de sélection est le colt des mesures des marqueurs phénotypiques
(8 a 12 euros par coproscopie et jusqu’a 50 euros par animal en prenant en compte d’autres
marqueurs de résistance et de résilience en France) (169, 245) et la lourdeur de celles-ci dans
les élevages reproducteurs. Il semble donc impraticable de d’établir des phénotypes de

résistance aux strongles gastro-intestinaux chez toutes les femelles d’un noyau de sélection.

Une solution consiste a réaliser la sélection sur les béliers reproducteurs (245) avec une

espérance de diffusion dans la population générale de 5 a 7 ans.

La sélection génétique, décrite par Waller et Thamsborg en 2004 comme le « moyen de controle
durable du parasitisme ultime », semble pleine de promesses du fait de son codt limité si la
sélection est réalisée en amont de la filiere, de sa durabilité — la probabilité de contournement
de la resistance par les vers étant assez faible du fait de son caractére polygénique — et de la
limitation des intrants utilisés, s’inscrivant dans la démarche agro-écologique émergente (132,
232, 252).
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D) Bilan sur la lutte contre Haemonchus contortus
Bien que de nombreuses solutions alternatives existent 1’'usage des anthelmintiques reste

aujourd’hui le moyen de contréle majoritaire en élevage ovin. Cependant, un certain nombre
de bonnes pratiques et de logiques durables ont vu le jour notamment avec le SCOPS
(Sustainable Control Of Parasites in Sheep) (46).

Les principaux facteurs de risque identifiés et justifiant la mise en place des bonnes pratiques
sont I’abondance et la proportion relative de vers portant des all¢les de résistance a certains
anthelmintiques dans 1’élevage, I’usage trop fréquent et irréfléchi d’anthelmintiques, 1’absence

de population-refuge de taille suffisante pour diluer les vers résistants apres traitement.

Les solutions alternatives doivent étre pensées comme des compléments aux traitements
anthelmintiques dans une gestion intégrée du parasitisme permettant peu a peu de réduire la
dépendance en des molécules pour lesquelles les résistances croissent rapidement.

1) Réflechir a une stratégie de controle avec un conseiller et/ou un vétérinaire
La mise en place de controles réguliers et quantitatifs quant a I’infestation et a la résistance

nécessite une bonne communication entre 1’éleveur et son vétérinaire. Ces échanges a double-
sens permettent d’associer une bonne connaissance des parasites, de leurs cycles biologiques et
des résistances qu’ils peuvent développer contre les traitements conventionnels et une vision

pratique de la gestion du paturage et du troupeau.

2) Eviter I'importation de nématodes résistants, utilisation d 'une quarantaine
Bien qu’Haemonchus contortus soit de plus en plus présent méme dans les régions tempéreées,

certaines fermes en sont encore dépourvues et peuvent bénéficier d’une quarantaine efficace
pour éviter I’introduction de ce parasite. Par ailleurs, les fermes ou il sévit déja peuvent, a I’aide
d’une quarantaine, se protéger de 1’entrée dans leurs locaux de parasites résistants a de multiples
anthelmintiques. La quarantaine doit s’appliquer a tous les entrants, qu’ils aient été achetés ou
qu’ils aient paturé avec d’autres moutons ou chevres comme cela peut étre le cas au retour de

transhumance (253) par exemple.

Les protocoles de quarantaine sont composés de trois étapes, le traitement des nouveaux
entrants, 1’isolation hors-pature pendant 24 a 48 heures pour éviter que leurs feces, qui seront
incinérés, ne contaminent les autres animaux et le retour sur une pature infestée pour diluer le

parasitisme résiduel et potentiellement résistant avec une charge infestante locale.
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3) Suivre la résistance aux anthelmintiques au sein de [’élevage
Les signes cliniques associés a I’infestation par des nématodes gastro-intestinaux étant parfois

frustes, certains éleveurs ne se rendent compte de 1’inefficacité des traitements qu’ils utilisent
que tardivement. Les nématodes résistants ont alors eu le temps de s’imposer face a leurs
homologues rendant I’intégralité de la population parasitaire résistante a 1’anthelmintique. Pour

cette raison il est important de tester réguliérement 1’efficacité des anthelmintiques.

4) Administrer les anthelmintiques efficacement
Si de nombreux échecs thérapeutiques proviennent de 1’apparition inévitable de résistances au

sein de I’¢élevage, certaines pratiques favorisent leur apparition. Ainsi un sous-dosage, qu’il soit
lié & une sous-estimation du poids des animaux, a un mauvais réglage de la drogueuse dans le
cas d’administration orale, ou a une mauvaise administration (by-pass du rumen en cas
d’administration dans la cavité buccale au lieu de I’cesophage, fuite hors de la cavité buccale,
injection dans la laine en cas d’administration sous-cutanée) peut favoriser les individus les plus
résistants parmi les parasites. De méme, 1’utilisation de produits anthelmintiques aprés leur
date limite d’utilisation ne garantit pas une efficacité optimale du traitement et peut contribuer

a la diffusion des résistances.

5) N'utiliser les anthelmintiques que quand cela est nécessaire
Un suivi médical approfondi et 1’utilisation de méthodes de diagnostic comme la coproscopie,

le FAMACHA® (56) ou les indices de diarrhée peuvent étre utilisés pour identifier les animaux

les plus sévérement atteints et les traiter en priorité (254).

La multiplication des traitements dans les périodes a risque telles que le relachement
d’immunité péri-partum ou la phase de croissance des agneaux permet de garder le niveau
d’infestation assez bas mais sélectionne également les parasites résistants qui peu a peu
s’imposent dans I’¢levage. Le compromis est de ne pas traiter les brebis les plus résistantes et
de traiter les autres précocement durant leur lactation pour qu’elles puissent se réinfester avec

des parasites non sélectionnés.

6) Choisir le bon anthelmintique
L’utilisation d’anthelmintiques ayant un spectre restreint comme le Closantel ou le Nitroxynil,

cf supra, qui ne sont utilisables que sur les parasites hématophages permet de limiter la
propagation des résistances a 1’ensemble des nématodes parasites lorsque le traitement vise a

limiter une haemonchose aigué.
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Par ailleurs I’utilisation d’anthelmintiques pour lesquels la résistance est avérée dans la
population parasitaire d’un élevage est non seulement inefficace mais également

contreproductif puisque cela accroit la résistance encore davantage.

Pendant longtemps il a été conseillé de changer d’anthelmintique réguliérement pour éviter
I’apparition de résistance. Le SCOPS mentionne que dans les élevages ou les résistances sont
déja installées, cette rotation des anthelmintiques a peu de chance de se révéler efficace et ne
doit en aucun cas prendre le pas sur les autres conseils prodigués dans le guide des bonnes

pratiques.

7) Préserver des populations-refuges de vers sensibles
La stratégie « Dose and Move » qui consiste a traiter les animaux puis a les changer de pature

est efficace sur le court-terme mais en réalité la nouvelle pature ne sera contaminée que par les

parasites résistants au traitement ce qui tend a propager la résistance aux anthelmintiques.

Il est aujourd’hui conseillé de ne pas traiter tous les moutons d’un groupe avant de le changer
de péature pour que la nouvelle pature ne soit pas contaminée que par des parasites résistants et
qu’il subsiste une compétition. Une autre possibilité est de garder les animaux sur la pature ou
ils ont été traités pendant plus longtemps afin qu’ils se réinfestent avec une population mixte
(Figure 24). Par ailleurs, en plus de sélectionner les parasites les plus résistants la stratégie
« Dose and Move » réduit la stimulation antigénique des animaux sur la nouvelle pature ce qui

peut résulter en une diminution de la réponse immunitaire (255).
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Figure 26: Cinétique de propagation des résistances aux anthelmintiques avec les stratégies "Dose and
Move", "Dose and Wait" et de préservation de 10% du troupeau non traité.

Dans I’état actuel des choses, il ne s’agit plus d’essayer de se débarrasser totalement des
parasites mais d’optimiser la cohabitation entre les moutons et les parasites en limitant au
maximum les signes cliniques et les pertes associées au parasitisme. Les deux stratégies
susnommeées permettent de diminuer 'infestation globale des patures tout en limitant la

progression de la résistance aux anthelmintiques.

8) Réduire la dépendance aux anthelmintiques
Cet aspect des bonnes pratiques repose essentiellement sur les solutions alternatives que nous

avons tenté¢ d’exposer de fagon exhaustive tout au long de la partie X a savoir la gestion des
patures, de 1’alimentation que ce soit par couverture des besoins ou utilisation de fourrages

bioactifs et nutraceutiques, la vaccination et 1’utilisation d’agents de contrdle biologiques.

Ces stratégies, représentant deux piliers du tryptique « Eviter, Résister, Traiter » sont
particuliérement importantes dans les systemes ou I’usage d’anthelmintique vise a étre limité
(254) comme en Agriculture Biologique ou les éleveurs traitent leurs animaux quatre fois moins

souvent d’apres 1I’é¢tude de Cabaret et al. (2009) réalisée a partir de visites et de sondages dans
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des fermes situées entre Limoges et Poitiers en France (105) bien que depuis le reglement (CE)
n°889/2008 du 5 Septembre 2008, les traitements antiparasitaires ne soient plus considérés
comme comptant parmi les « traitements » au titre de 1’article 24 relatif aux « Traitements
vétérinaires », alinéa 4 qui stipule: «En dehors des vaccinations, des traitements
antiparasitaires et des plans d'éradication obligatoires, si un animal ou un groupe d'animaux
recoit au cours d'une période de douze mois plus de trois traitements a base de médicaments
vétérinaires allopathiques chimiques de synthese ou d'antibiotiques, ou plus d'un traitement si
leur cycle de vie productive est inférieur a un an, les animaux concerneés ou les produits obtenus
a partir de ces animaux ne peuvent étre vendus en tant que produits biologiques et les animaux

sont soumis aux périodes de conversion définies a l'article 38, paragraphe 1. ».

L’ensemble des stratégies de lutte doit étre raisonné dans le cadre d’une gestion intégrée et

durable du parasitisme (Figure 25).

Développement de nouveaux

Identification et maitrise . .anthelmlpUque’s
. Utilisation raisonnée des
des facteurs de risque o
anthelmintiques
Schémas de sélection et
\ l propagation dans la
population

Adaptation aux besoins
nutritionnels

Fourrages nutraceutiques -
Colt associ¢ au

parasitisme et au

traitement
Utilisation d’agents \ : .
Rationalisation

nématocides N
du paturage

Adaptation aux cycles Développement
parasitaires de vaccins

Figure 27: Gestion intégrée et durable du parasitisme.

C’est dans ce cadre tres particulier que le vétérinaire, qui n’est véritablement expert dans aucun

mais possede les bases de tous ces domaines entre en jeu.
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E) Ouverture sur le microbiote
Comme présenté a la figure 14, les trois pdles interagissant lors de I’infestation parasitaire sont

le parasite, I’hdte et I’environnement. Les principaux moyens d’action sur I’hote sont la
stimulation de sa réponse immunitaire et une adaptation nutritionnelle aux besoins des animaux.
Dans toutes les espéces le microbiote joue un réle dans 1’éducation immunitaire, chez les
ruminants il a également un role trés important a jouer dans la digestion des aliments et donc

dans la disponibilité des nutriments.

Par ailleurs dans le tube digestif, microbiote et parasites se cotoient et peuvent potentiellement
interagir I’'un avec 1’autre ou agir 'un sur I’autre. De fait, il est intéressant d’étudier le
microbiote associé avec une résistance particuliere a I’infestation parasitaire pour comprendre

les interactions qui lient les différents poles.
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Partie 2: Etude du microbiote ruminal ovin et relations avec
I’infestation parasitaire et les stratégies de lutte contre celle-Ci.
)] Caractérisation du microbiote ruminal ovin

A) Particularités anatomo-physiologiques du tube digestif des Ruminants
Les Ruminants possedent, en plus de leur estomac glandulaire, similaire a celui des autres

mammiferes et appelé caillette ou abomasum, trois pré-estomacs dont le plus volumineux est
le rumen. L’eesophage abouche d’abord dans le rumen, vaste compartiment bilobé dont le
volume peut aller de 6 a 8 L selon la taille de I’animal et son alimentation (256-258), recouvert
de papilles kératinisées qui ont pour role principal d’absorber les produits des fermentations
microbiennes. Des échanges entre le rumen et le réseau sont permis par les contractions et le
réseau contréle la sortie des aliments venant du rumen vers le feuillet grace a I’orifice réticulo-
omasal qui limite la taille des éléments qui peuvent transiter. Le feuillet, aussi appelé omasum,
est presque entierement occupé de lames paralléles de différentes hauteurs disposées dans le
sens du transit qui piegent les éléments grossiers restants. Enfin, les particules plus ou moins
digérées par le microbiote ruminal entrent dans la caillette, aussi appelée abomasum,

comparable a I’estomac des monogastriques (Figure 26) (259).

Coupe de I'estomac d'un ruminant

Figure 28: Schéma de coupe de I'ensemble pré-estomacs/estomac d'un ruminant. Source :
Dictionnaire Larousse.
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Ce tube digestif particulier est le résultat d’une co-évolution entre les mammiferes et leur
écosysteme digestif. C’est dans les pré-estomacs, en amont de la caillette, que se déroule une
grande partie de la digestion. En effet, le rumen, dans lequel trois phases peuvent étre mises en
évidence, est le sieége d’un grand nombre de fermentations microbiennes. La phase liquide,
située ventralement, est majoritairement constituée d’eau et de particules en suspension issue
de la phase intermédiaire solide composee des aliments ingérés. Les réactions microbiennes qui
se déroulent dans ces deux phases sont a 1’origine de la production de gaz qui, par gravité

remontent, et constituent la phase dorsale.

L’environnement ruminal est relativement stable avec une température légérement supérieure
a celle du corps de I’animal (37 a 41°C selon la température de I’environnement) (260) et
pouvant la dépasser d’un a deux degrés aprés le repas, au moment ou les processus de
fermentation sont les plus intenses. Le pH du rumen varie au cours de la journée a la faveur des
processus fermentaires et dépend de I’alimentation mais il est maintenu dans un intervalle
compris entre 5,5 et 7 grace a I’action tampon de la salive apportée en permanence notamment

grace au processus de rumination qui permet une mastication quasi permanente d’aliments.

Les contractions du réticulo-rumen remplissent quatre réles : un réle de brassage de la phase
intermédiaire permettant d’augmenter le contact des microorganismes et des fibres, un role de
vidange pour permettre le transit des aliments vers le feuillet, et I’évacuation des gaz de la phase
supérieure par éructation, et un role dans la régurgitation du bol mérycique vers la cavité

buccale pour le processus de rumination.

B) Le microbiote ruminal

1) Présentation du microbiote ruminal
L’ensemble des microorganismes présents dans le rumen était autrefois souvent qualifié de

« flore et faune microbiennes du rumen ». Aujourd’hui I’appellation « microbiote ruminal » est

la plus utilisée du fait de la révision de la classification du vivant.

Le microbiote ruminal est constitué de nombreux microorganismes parmi lesquels des
procaryotes comme les bactéries et les archées et des eucaryotes comme les protozoaires ciliés
et les champignons. Grace aux relations symbiotiques que les ruminants ont developpées avec
leur microbiote au cours de 1’évolution, ils sont capables d’utiliser les aliments fibreux riches
en celluloses et hémicelluloses comme sources d’énergie. Les micro-organismes jouent
différents réles dans la digestion des glucides cytoplasmiques et pariétaux ainsi que des

protéines. La fermentation des glucides et des chaines carbonées issues de la digestion des
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protéines est responsable de la production d’acides gras volatils qui représentent plus de 70%

des apports énergétiques chez les ruminants (261).

Par ailleurs, les microorganismes sont egalement responsables de la synthese de protéines
microbiennes a partir de la matiere azotée alimentaire ainsi que de vitamines qui rendent les
ruminants moins dépendants que les autres espéces des apports alimentaires en ces nutriments
(262).

Tous les microorganismes du rumen ne sont pas capables de dégrader de la méme maniére les

différents substrats.

Ainsi on qualifiera de microorganismes fibrolytiques les microorganismes capables de dégrader
la cellulose, les hémi-celluloses et les pectines. Par exemple, certaines bactéries telles que
Fibrobacter succinogenes ou Ruminococcus albus dégradent préférentiellement les glucides
pariétaux cités ci-dessus. Ces bactéries se développent préférentiellement a un pH supérieur ou
¢gal a 6,5 est sont responsables de la production d’acide acétique (C2) et d’acide butyrique (C4)
en majorité. Les protozoaires et les champignons sont également des microorganismes

fibrolytiques

Par opposition, certains microorganismes sont plutét amylolytiques et dégradent les glucides
cytoplasmiques. Par exemple, certaines bactéries telles que Ruminobacter amylophilus
proliférent a des pH inférieurs a 6 et dégradent les sucres solubles et I’amidon en acide

propionique (C3) (263).

La protéolyse est en grande partie réalisée par des bactéries amylolytiques comme Prevotella
ruminicola (264) qui libérent de 1’azote sous forme ammoniacale par désamination. Cet azote
ammoniacal sera alors réincorporé par ’ensemble des microorganismes pour la synthése de

protéines microbiennes ou absorbé au niveau du rumen.

2) Relations entre le microbiote ruminal et le microbiote du reste du tractus
digestif.

Les microorganismes commensaux sont présents sur l’intégralité du tractus digestif des
ruminants a des concentrations plus ou moins importantes et avec des différences de
représentation comme cela est visible sur la figure 27 empruntée a 1’é¢tude de Douglas et. en
2016 (265). Le microbiote ruminal est ainsi plus proche du microbiote du réseau ou du feuillet
que de celui de la caillette et de I’intestin gréle, qui sont tous deux plus proches 1’un de 1’autre

que du microbiote du caecum ou du cdlon.
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Figure 29: Analyse canonique réalisée a partir d'échantillons collectés le long du tractus digestif et
analysés par Douglas et al.(2016)(265). Chaque point représente un échantillon.

La composition du microbiote ruminal est un champ d’étude treés développé notamment autour
des problématiques d’efficacité alimentaire (266, 267), de méthanogenese (268, 269) ou de
production et de composition laitiéres. Cependant il est encore aujourd’hui assez difficile de
définir ce qu’est un bon microbiote, ou méme un microbiote sain. Ceci découle de la complexité
de I’écosystéme ruminal et des interactions entre les différents microorganismes, entre les
microorganismes et I’hote, ou entre les microorganismes et certains parametres « externes » tels

que I’alimentation ou le parasitisme.
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C) Techniques de mesure du microbiote ovin

1) Observation
Pour les microorganismes les plus gros, a savoir les protozoaires, des observations au

microscope confocal ou au microscope électronique a transmission permettent un comptage
voire une caractérisation sommaire (270) (Figure 30). Cependant cette méthode induit trés
probablement une sous-estimation de la quantité de protozoaires du fait de leur lyse lors de la
collecte des échantillons et des manipulations (271).

Figure 30: Image obtenue au microscope électronique a transmission d‘'un protozoaire du genre
Epidinium spp. se nourrissant d'autres microorganismes et de composants alimentaires. L'échelle

représente 500nm. (F) Vésicule alimentaire, (B) Bactéries, (Ch) Chloroplastes. D aprés Huws et al.
(2009) (270).

2) Culture
Les premieres études menées sur le microbiote ruminal utilisaient des techniques de cultures in

vitro qui ont permis d’identifier plus de 200 bactéries ainsi qu’un grand nombre de

protozoaires et de champignons vivant dans le rumen (272).

Cependant, un grand nombre des microorganismes présents dans le rumen ne sont pas

cultivables a ce jour ou pas isolables (273, 274). Ainsi la méta-analyse réalisée par Kim et al.

(2011) montrait que seuls 6,5% des bactéries et 1,7% des archées du rumen avaient été cultivées

(275). L’étude de Stivenson et al. (2011) montrait par PCR quantitative que cinq bactéries non

cultivées étaient présentes dans des abondances relatives non significativement différentes de

Fibrobacter succinogenes, ou du genre Butyrivibrio qui, du fait de leur culture plus facile, ont
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Abundance from total OTUs

fait I’objet de nombreuses études (276). Ainsi, les connaissances sur certains microorganismes
et I’importance qui leur est accordée peut étre biaisée par la facilité de culture de ceux-ci.
L’étude de Zehavi et al. (2018) considere que les bactéries cultivables représentent environ 23%
de la totalité des bactéries ruminales (277) et, par comparaison avec 1’étude métataxonomique
d’Henderson et al. (2015), elle montre que 1’étude des bactéries cultivables introduit un biais
considérable pour la prédiction des bactéries qui se trouvent effectivement dans le rumen
(Figure 31). Ainsi, en se basant uniquement sur la culture, la proportion de Firmicutes est
largement exagérée tandis que les Bacteroidetes sont sous-estimés par les méthodes de culture

en comparaison avec les méthodes métataxonomiques.
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Figure 31: Représentation du biais de prédiction des méthodes de culture. lllustration de Zehavi et al.
(2018)(277).

Les échecs de culture peuvent étre liés a I’absence de certains nutriments indispensables dans
les milieux de culture, a des conditions physico-chimiques (température, pH, potentiel d’oxydo-
réduction, conditions anaérobies) inadéquates, a la présence de microorganismes a croissance
plus rapide et produisant des substances inhibitrices ou encore a la rupture de réseaux de
communication cytokiniques bactériens (278) entrainant la mort des bactéries ou leur incapacité

a former des colonies (279).
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Enfin, la culture bactérienne par elle-méme ne permet pas d’identifier avec précision des
bactéries ou des archées. En effet, la taille réduite et la morphologie, en générale assez simple
et peu discriminante n’offrent pas de bases solides pour 1’établissement d’une identification

pertinente et d’une classification fiable (279).

C’est pourquoi, méme si les méthodes de culture sont efficaces pour isoler certains
microorganismes en particulier, elles ne sont pas capables de rendre compte de I’importante
diversité de ceux-ci (280). Rapidement, des méthodes moins chronophages et moins sélectives
se sont développées pour rendre compte de la diversité de la population microbienne de

différents ecosystémes, en particulier du rumen.

3) Utilisation de I’ARN ribosomal 16S en métataxonomie
a) La révolution de P’ARNr 16S

La principale révolution dans le domaine de I’identification et de la description
d’environnements microbiens est basée sur la théorie de Zuckerkandl et Pauling (1965) d’une
possibilité d’utiliser les macromolécules du vivant comme témoins de 1’histoire de 1’évolution
des espéces (281). Les macromolécules étaient alors classées en sémantophorétiques ou
sémantides (qui désignent les molécules trasnportant 1’information d’un géne ou de son
expression : ADN, ARN, protéines), en épisémantiques synthétisées sous le contrdle des
sémantides tertiaires (les protéines) et en asémantiques (molécules non produites par

I’organisme, devant épisémantique quand elles subissent une transformation).

Le postulat des chercheurs est que 1’aptitude des macromolécules & servir de base a
I’établissement d’une phylogénie décroit depuis les sémantides vers les molécules
épisémantiques et que les molécules asémantiques sont incapables de remplir ce rdle. Des
molécules épisemantiques tres répandues (ATP ou coenzymes d’oxydo-réduction par exemple)
ne permettent pas 1’établissement d’une phylogénie mais certains produits de réactions

spécifiques pourraient permettre de catégoriser certains microorganismes.

Cependant les meilleurs candidats a 1’établissement d’une phylogénie sont les sémantides et en
particulier I’ADN. Afin de pouvoir comparer des organismes parfois trés différents, il a fallu
trouver un « gene de ménage », c’est-a-dire des genes indispensables a la survie des cellules,
par conséquent présent dans tous les organismes vivants. Les premieres études phylogénétiques
I’ont été a partir du géne codant pour I’ARN ribosomial 5S dont la petite taille (environ 120
nucléotides) permettait d’isoler facilement des ARNr 5S qui possédaient des différences

structurales méme minimes (282). Cependant, cette faible dimension entraine une assez faible
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précision lorsque les sequences comparées sont trop proches. Ainsi cette méthode ne permet
pas de différencier un humain, d’une souris ou d’un marsupial (283) et ne permet de décrire
que des environnements microbiens relativement simples en termes de nombres d’espéces, pour

peu que ces especes soient phylogénétiqguement suffisamment éloignées (284).

Le geéne codant pour I’ARN ribosomal 16S (environ 1500 nucléotides) est bien plus large que

celui codant pour I’ARN ribosomal 5S ce qui permet d’étre beaucoup plus précis (Figure 32).

Des données ont été accumulées a partir de la fin des années 1960 par Woese et ses
collaborateurs, auteurs de la premiére phylogénie moléculaire du vivant (285), et par
conséquent des banques de génes codant pour les ARN ribosomaux 16S ont commencé a se
développer. C’est cette phylogénie qui a contribué & montrer que les archées étaient un regne a

part entiére.

Le principal intérét de I’ARNr 16S, en dehors de sa taille est que les variations de la séquence
nucléotidique ne sont pas totalement hasardeuses. En effet, bien que les substitutions soient
essentiellement hasardeuses, certaines régions du géne semblent conservées au cours de
I’évolution ce qui permet notamment [’utilisation d’amorces « universelles » pour la

polymérisation en chaine de ces génes (282).

La métataxonomie, un temps dépassée par les méthodes de métagénomiques que nous
développerons dans la suite de cette these, a bénéficié des avancées en termes de séquencage,
(286) qui permettent de genérer de jeux de données bien plus conséquents, des techniques de
barcoding qui permettent de séquencer les contenus ruminaux de plusieurs individus en méme
temps et d’outils statistiques d’écologie microbienne permettant de rendre compte de la

diversité microbienne de fagon plus poussée.

D’autres génes cibles peuvent étre utilisés pour faire de la métataxonomie ou de la
métagénomique ciblée sur les microorganismes non archéaux et non bactériens comme I’ITS 1
(Internal Transcribed Spacer 1) les champignons ou le géne codant pour I’ARNr 18S pour les

protozoaires.
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Figure 32 : Comparaison des structures des ARN ribosomiaux 16S et 5S des principaux régnes du
vivant. D'aprés Pace et al. (1986) (282).
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b) Utilisation d’outils d’écologie microbienne : les indices de diversité.
Apres sequencage, les séquences obtenues sont réunies en clusters qui aussi appelés OTU pour
« Operational Taxonomy Unit », terme utilis¢é a [’origine pour désigner un ensemble
d’individus par similitudes sans que ces similitudes soient nécessairement en accord avec la
classification phylogénétique. Dans un environnement complexe, de trés nombreuses OTU sont
identifiées et cela implique la nécessité, pour décrire les variations, d’introduire un indice mono

ou bi-dimensionnel qui permette de représenter celles-ci graphiquement ou numériquement.

i) Notions de diversité
Les indices de diversité tentent de représenter la biodiversité d’un milieu & partir de deux

notions complémentaires : la richesse et 1’équitabilité (287, 288).

La richesse est le nombre, ou une fonction strictement croissante du nombre, de catégories
différentes au sein d’'une communauté. Définir une richesse sous-entend qu’un individu ne peut
appartenir qu’a une catégorie ce qui revient a dire que la taxonomie est précise et établie. Par
ailleurs, en tant que telle, la richesse n’introduit pas de distance entre les catégories et elle
augmente linéairement lorsqu’on ajoute un individu qu’il soit phylogénétiquement proche des
individus déja présents ou non. L’indice de richesse le plus simple est le nombre de catégories

représentées dans la communaute.

L’équitabilité permet de quantifier la contribution d’une catégorie a la communauté en fonction
de la quantit¢ d’individus qui en font partie. Une catégorie trés majoritaire entrainera une
diminution de 1’abondance d’individus des autres catégories, minimisant 1’équitabilité. Le
maximum d’équitabilité est obtenu dans une communauté ou toutes les catégories ont la méme

abondance.

Ainsi une communauté qui contient un grand nombre de catégories mais treés minoritaires au
regard d’une catégorie clairement dominante ne sera pas considérée comme plus diverse qu’une
communauté avec un nombre plus restreint de catégories mais plus équitablement réparties.
Ainsi sur la Figure 33, toutes choses égales par ailleurs, une communauté de 7 espéces est plus
diverse qu’une communauté de 2 catégories (ligne du haut) et une communauté de 5 catégories
est plus diverse si les individus sont équitablement répartis (ligne du bas). De méme, une
communauté plus riche peut sembler moins diverse si elle est moins équitable (colonne de
droite).
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Figure 33 : Importance de la richesse et de I'équitabilité dans la définition de diversité. D'aprés
Marcon (2015) (287).

Nous avons volontairement choisi d’utiliser les termes catégorie, individu et communauté car
ces concepts sont applicables aussi bien a 1’étude d’une forét que des animaux qui I’habitent ou
de I’ensemble des microorganismes peuplant le rumen des ovins. Dans ce dernier cas on peut
les remplacer respectivement par espéce ou OTU (si la phylogénie ne permet pas d’identifier

I’espéce), microorganisme et microbiote.

La majorité des indices de diversité s’appuient sur la richesse et I’équitabilité. Cependant il est
légitime de considérer que 1’identification dans un écosystéme d’un micro-organisme du méme
genre qu’un microorganisme déja identifié introduit moins de diversité que I’identification d’un

microorganisme qui ne partage avec les autres que son phylum (Figure 34).

L’introduction de la disparité, c’est-a-dire de la divergence moyenne entre deux especes
(représentée ici par une différence importante sur la palette chromatique) donne aux indices de
diversité un aspect plus concret tenant compte de la proximité phylogénétique entre les

microorganismes.
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4 espéces 4 especes

Figure 34 : Importance de la disparité dans la définition de la diversité.

Ainsi la diversité d’un écosystéme augmente avec le nombre d’espéces représentées (richesse),
la divergence entre les especes (disparité) et 1’équitabilité (parfois pondérée en fonction de la

disparité).

La diversité peut étre estimée a différentes échelles : a I’échelle d’un systéme local délimité et
uniforme (diversité o), entre systémes locaux délimités et uniformes (diversité B) et dans
I’ensemble de I’écosystéme ou méta-communauté (diversité y) (289, 290).

i) Diversité a
* Richesse spécifique et biais d’échantillonnage
Les notions introduites précédemment sont, comme on 1’a mentionné, applicables a des
écosystemes tres divers. Cependant, s’il est relativement ais¢ d’identifier et de quantifier les
animaux présentes sur un territoire délimité, il est bien plus difficile de le faire pour des

microorganismes a I’intérieur d’un rumen.

Pour cette raison, I’indice d’alpha-diversité le plus simple, a savoir la richesse spécifique,
n’est pas mesurable directement. Un autre probléme de cet écosysteme est la difficulté de
définition de I’espéce, on contournera ce probléme en s’intéressant aux taxons issus des

clusters obtenus par métataxonomie.

On pourra, selon les cas, se contenter d’une richesse observée a effort d’échantillonnage
constant ou corriger la richesse observée a I’aide d’estimateurs comme les estimateurs Chao
qui s’appuient sur les especes rarement observées pour estimer la quantité d’espéces non
observées (291). Les différents estimateurs ne peuvent fournir qu’une borne inférieure du

nombre d’espéces réel (292). Ainsi I’estimateur de Chaol s’écrit (287) :
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S=s.,"+
#0 2nsy}

, AVEC S le nombre d’espéces observées et (sI') et (s3) le

nombre d’espéces observées respectivement une et deux fois.

\

La différence entre 1’estimateur et la valeur réelle, mesurable a partir de jeux de données

simulés, diminue a mesure que I’effort d’échantillonnage est conséquent.

Une alternative a ['utilisation d’estimateurs est I’inférence du nombre d’espéces a partir de
courbes d’accumulation. Au cours de I’effort d’échantillonnage, le nombre d’espéce observées
augmente jusqu’a une asymptote horizontale correspondant au nombre d’espéces total. Un

modele de Michaelis-Menten peut étre utilisé (293) :

n r ) h
St=8§x i o Avec S™le nombre d’espéces observées, S le nombre d’espéces

théorique de I’écosystéme, n ’effort d’échantillonnage et K une constante associée a la

difficulté de collecte.

Ce modéle a tendance a sous-estimer la richesse. D’autres modé¢les plus performants
empiriqguement peuvent étre utilisés mais globalement I’estimation de la richesse par

extrapolation est plus incertaine que par les méthodes non paramétriques (287).
* Indice de Simpson :

On note ps la probabilité qu’un microorganisme, échantillonné au hasard, appartienne a 1’espéce
s. L’indice de Simpson (294) peut étre interprété comme la probabilité qu’un microorganisme
nouvellement identifié soit de la méme espece qu’un microorganisme préalablement identifié

et s’écrit :

L’indice de Gini-Simpson est plus régulicrement utilisé, il n’est autre que le complémentaire
de I’indice de Simpson (E=1-D) et présente 1’avantage de croitre a mesure que la diversité
augmente contrairement a I’indice initialement présenté dans la publication de Simpson (1949)
(294). Bien évidemment, de méme que la richesse spécifique réelle, I’indice de Gini-Simpson
ne peut étre qu’approximé lors d’un échantillonnage non exhaustif. L’estimateur est de la

forme ;
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Le facteur correcteur (ﬁ) tend rapidement vers 1 a mesure que 1’échantillonnage s’intensifie.
E varie dans I’intervalle [0 ; 1] avec un minimum atteint lorsqu’une espéce unique est identifiée
(p1=1) et un maximum hypothétique avec S especes de probabilité d’apparition 1/S. Dans un
échantillon complexe avec des probabilités d’observation variable, les espéces minoritaires

auront un poids peu important sur 1’indice de Gini-Simpson.
* Indice de Shannon :

L’indice de Shannon dérive de la théorie de la communication du mathématicien du méme nom
(295) et illustre a nouveau a quel point les indices de diversité peuvent étre utilisés dans des
contextes variés puisqu’il s’agissait dans ’article original d’'une communauté de symboles

appartenant a des catégories « lettres » et portant ou non une information.

L’indice de Shannon est une fonction continue de 1’ensemble des probabilités d’observation
des microorganismes croissante en fonction de 1’effort d’échantillonnage toutes choses égales

par ailleurs de la forme :

S
H= =) pxIn(py)
s=1

Plusieurs estimateurs de 1’indice de Shannon existent, plus ou moins corrigés par I’information
apportée par les espéces rares. L’indice de Shannon, accorde une importance assez forte aux

espéces minoritaires du fait de 1’utilisation d’une fonction logarithmique.

La liste des indices d’alpha-diversité présentée ici n’est pas exhaustive mais a pour objectif de
présenter les deux indices les plus utilisés et la différence pratique entre les deux par rapport a

I’importance des espéces rares en matiere d’information.
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iii) Diversite g

* Concept de diversite g

La diversité B, dans son expression la plus simple, consiste a comparer la diversité entre deux
ou plusieurs écosystémes. Son expression a proprement parler ne fait pas consensus (287, 296)
cependant toutes les formes ont en commun de combiner les diversités y et a que ce soit par
addition (y = a+ B) (289) ou par produit (y = a x B) (290). L additivité permet d’assurer qu’un
jeu de données auquel on rajoute une communauté sera plus divers qu’avant cette addition,
cependant I’approche multiplicative permet d’exprimer la diversité B comme un nombre relatif
de communautés diverses et elle évolue par conséquent entre 1 et le nombre de communautés

comparées et ¢’est celle qu’on choisira ici de considérer.

Ainsi sur la Figure 35, les communautés de la premiére ligne ont tous une richesse de 4 mais
partagent les mémes catégories d’individus donc la diversité inter-communautés (c’est-a-dire
la diversité ) est tres faible. Au contraire sur la deuxiéme ligne, les différentes communautés
n’ont pas toutes les catégories d’individus en commun et sur la troisiéme ligne elles n’en
partagent aucune ce qui maximise la diversité . La diversité B dépend de fait du nombre de
communautés comparées avec vy la richesse de I’ensemble des communautés et a la moyenne

des richesses des communautés.

a=4 y=4 p=1
a=4 y=38 p=2
0=2 Y=6 p=3

Figure 35 : Schéma explicatif de la g-diversité.
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* « Diversité » des indices de diversité

La diversité B mesure la dissimilarité entre communautés, généralement considérées par paires.
Ces mesures peuvent se limiter a la présence ou l’absence des espéces (ce qui revient a
confronter des matrices pleines de 0 ou de 1), intégrer leur abondance voire la distance des

especes a I’aide d’analyses multivariées.
* Indice de Jaccard : données de présence/absence

L’indice de Jaccard (J) est le rapport entre le nombre d’espéces communes entre deux
communautés et le nombre d’especes total. Il est possible a partir des comparaisons deux a deux
des communautés de comparer plusieurs communautés en calculant la matrice de leurs

dissimilarités (1-J) qui pourra étre représentée graphiguement.
*Distance de Bray-Curtis : données d’abondance

En considérant S espéces dans une méta-communauté, la distance de Bray-Curtis peut s’écrire

sous la forme :

Ys—; min(ng1;ns2)
D=1-2x ==}
s=1(Ms1+n52)

avec nsy et nsp les nombres d’individus de 1’espéce s

respectivement dans la premiere et la seconde communauté comparées. Il est conseillé de
n’utiliser cet indice que dans de des populations de tailles similaires car la distance de Bray-
Curtis ne se base que sur les abondances brutes et non sur les abondances relatives des especes

présentes dans 1’échantillon.
* UniFrac et Weighted-UniFrac :

L’Unifrac et le Weighted-Unifrac sont les indices de diversité B prenant en compte les distances
phylogénétiques entre les especes observées respectivement sans prendre en compte leur
abondance ou en la considérant. Ces indices se basent sur le rapport entre la somme des
branches de I’arbre phylogénétique non partagées entre les deux communautés et la somme de

toutes les branches de I’arbre (Figure 36).
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Figure 36 : Représentation schématique des calculs d'UniFrac entre deux échantillons A et B dans
trois situations : (1) des échantillons tres dissociés, (2) des échantillons similaires sans OTU
commune, (3) des populations identiques.

c) Problémes associés a la métataxonomie
Pollock et al. (2018) ont rédigé une revue des principales difficultés associées a la
métataxonomie dans le but d’essayer de déterminer des « Bonnes Pratiques » en matiére

d’analyse de microbiote par cette méthode (297).

Plusieurs types de problémes peuvent étre associés a la métataxonomie. Premiérement, la
population microbienne obtenue dépend du lieu de prélevement. En effet, elle varie au sein
méme du rumen selon que 1’on considére les microorganismes de la phase liquide, adhérents

aux particules alimentaires ou adhérents a 1’épithélium (298, 299).

Il existe une controverse quant a 1’éventuelle variabilité associée avec les méthodes de
conservation. Quelques études montrent une absence de différence significative entre des
échantillons ou I’extraction serait réalisée immédiatement et des échantillons congelés (300) ou
des différences minimes non visibles a 1’échelle du phylum ou de la famille mais uniquement
du genre (301). Cependant, d’autres études montrent que la congélation induit une diminution

de la quantité de Bacteroidetes (302) lorsque les échantillons n’étaient pas conservés dans un
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cryoptotecteur (303). Par ailleurs, une étude réalisée par Martinez-Fernandez et al. (2019) sur
des prélevements ruminaux a montré que la centrifugation des échantillons et 1’élimination du
surnageant avant congélation permettait de protéger certaines bactéries et archées ayant une
membrane cellulaire fragile de la lyse, justifiant leur plus forte abondance relative apres

séquencage (304).

Yu et Morrison (2004) ont également montré que différentes méthodes d’extraction pouvaient
avoir une incidence sur I’abondance de certains phyla bactériens (305) et Henderson et al.
(2013) préconisent une étape d’agitation avec des billes pour provoquer une rupture des parois
de bactéries Gram + notamment (306). Par ailleurs, la méthode se basant sur I’amplification
d’une ou plusieurs régions hypervariables avec des amorces spécifiques aux régions conservées
les encadrant, il est possible d’obtenir une phylogénie différente a partir du méme échantillon
en utilisant des amorces différentes. Cela est d’autant plus vrai que la taxonomie des
microorganismes du rumen n’est pas encore trés précise (275). De surcroit, certaines amorces
peuvent ne pas étre si spécifiques, ainsi Hanshew et al. (2013) rapportent dans leur article une
possible contamination des extraits bactériens par des chloroplastes dont le géne codant pour

I’ARN 168 est amplifié par les amorces destinées a amplifier les bactéries (307).

Enfin il existe un biais intrinséque aux microorganismes étudiés a savoir le nombre de copies
de genes codant pour des ARN ribosomaux 16S, réduit pour certains comme les mycoplasmes
qui ont entre une et deux copies d’aprées 1’étude de Amikam et al (1984) (308), plus important
pour d’autres comme Bacillus subtilis qui en posséde 10 (309). En essayant plusieurs outils
pour prendre en compte le nombre de copies des genes codant pour I’ARNr 16S dans la
métataxonomie Louca et al. (2018) ont conclu que les différents outils étaient tous imprécis et
parfois contradictoires et ils déconseillent d’utiliser une correction par défaut tant que de

nombreuses OTU ne sont pas trés bien reliées a des génomes séquencés (310)

En dépit de ces inconvénients et de sa capacité limitée a fournir des données fonctionnelles
interprétables, son coit raisonnable fait d’elle la plus utilisée encore a ce jour dans 1’étude des
populations microbiennes.

4) La métagenomique
La métagénomique est un ensemble de méthodes d’étude du contenu génétique d’échantillons
par I’intermédiaire d’un séquengage direct des molécules d’ADN. En plus des informations
phylogénétiques complétant les informations obtenues par métataxonomie, la métagénomique

permet la reconstitution de génomes entiers et d’avoir un aper¢u du potentiel fonctionnel de
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I’échantillon prélevé par I’intermédiaire de cartes enzymatiques (311, 312). Par exemple,
I’étude de Rubino et al. (2017) montre une différence quant a la quantité d’isoformes de
certaines glycosylases entre les deux genres bactériens les plus représentés dans le rumen avec
une plus grande variét¢ d’enzymes dégradant la matrice d’hémicelluloses dans le genre

Prevotella et une plus grande variété d’enzymes dégradant la cellulose dans le genre

Clostridium (313).

5) Les méthodes métatranscriptomiques
La métagénomique permettait d’évaluer la diversité d’un microbiote et les fonctionnalités

potentielles de ce microbiote. La métatranscriptomique, elle, consiste en 1’étude des ARN
messagers (ARNm) produits par ce microbiote et donc par conséquent d’évaluer les
mécanismes fonctionnels effectivement mis en place. La principale difficulté des méthodes de
métatranscriptomiques consiste a séparer les ARNm des ARNr plus nombreux et stables. Par
ailleurs la corrélation entre les ARNm et les protéines produites peut parfois étre faible en raison
de modifications post-transcriptionnelles (314).

6) Les methodes métaprotéomiques
La métaprotéomique s’inscrit entre les techniques de séquenacage d’ADN et d’ARN et les

études de métabolomiques qui visent a mesure les produits terminaux des réactions
microbiennes. Introduite par Wilmes et Bond (2004) la méthode consistait initialement en une
électrophorese bidimensionnelle pour séparer les protéines extraites a partir d’un échantillon
complexe (315). L’avantage des protéines en comparaison a I’analyse des ARN messagers est
leur durée de vie plus longue qui permet d’avoir une représentation plus précise de la situation

au temps du prélévement.

Cette méthode a permis d’identifier efficacement des protéines bactériennes a partir
d’échantillons d’eaux usées ou de sols mais semble moins performante pour 1’analyse des
contenus ruminaux du fait de la présence de tannins et autres composés phénoliques qui
complexent les protéines et peuvent interférer avec 1’extraction et la purification de celles-Ci
(316).
7) Comparaison des méthodes : exemple des archées.

En bilan, de nombreuses méthodes peuvent étre utilisees pour étudier le microbiote ruminal
(Figure 35) et le choix de la méthode doit se faire en fonction de la question a laquelle on
souhaite répondre. A titre d’exemple, ’observation microscopique ne permet pas de
différencier les bactéries et les archées et les méthodes de culture manquent entre 15% et 80%

des archées détectées par séquengage de I’ARNr 16S (317). Cette derniere méthode permet
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d’estimer la part des séquences a entre 0,3% et 3,3% des séquences d’ARNr 16S ou 18S du
rumen d’aprés la méta-analyse de Janssen et al. (2008) (317). En revanche, 1’étude
métagénomique de Rubino et al. (2017) a mesuré que 8,2% des génes séquencés provenaient
du genre d’archées Methanobrevibacter en faisant le deuxieme genre le plus représenté dans le
rumen derriére le genre Prevotella (313). Par ailleurs cette communauté minoritaire est a
I’origine de la plus grande partie de la production de méthane au sein du rumen comme le
montrent les études de métaprotéomique et de métabolomique (316) (268), sachant que les
différences entre les animaux produisant le plus de méthane et ceux en produisant le moins sont
plus dues a des différences d’expression qu’a une quantité de microorganismes (269). Cette
synthése loin d’étre exhaustive montre 1’importance de la question posée dans le choix des

méthodes de mesures employées (Figure 37).
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Figure 37: Méthodes "Omics" dans I'étude du microbiote ruminal. D'apres McSweeney et al. (2012)
(318).
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D) Caractérisation du microbiote ovin

1) Abondances des microorganismes dans le rumen des ovins
Les études quantitatives du microbiote ruminal sont le plus souvent réalisées a I’aide de PCR

quantitatives sur la base de la polymérisation du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S pour
les bactéries et les archées, de I’ARN ribosomal 18S pour les protozoaires et de I’ITS 1 pour
les champignons. La plupart des études faisant état de 1’abondance des microorganismes
ruminaux concernent les bovins pour lesquels les chiffres les plus fréquemment avancés sont :
10'° & 10'? bactéries, 108 & 10° archées, 10* & 10° ciliés ou flagellés et 10% & 10° champignons

anaérobies par millilitre de contenu ruminal (270, 273, 318, 319).

Ces chiffres ne sont pas forcément transposables aux autres especes de ruminants domestiques
ou sauvages. En effet, la plupart des études utilisant des PCR quantitatives réalisées sur les
ovins donnent des concentrations bactériennes de 1’ordre de 108 a 10° bactéries par millilitre de
contenu ruminal (276, 320-322) tandis qu’une étude menée par Singh et al. (2014) sur des
buffles donne une valeur de 2 x 10%° copies d’ADN bactérien/ml (323) et que I’étude de Pei et

al. (2010) sur des alpagas donne une valeur de 7 x 108 copies d’ADN bactérien/ml.

De méme les chiffres avancés en termes d’archées semblent légerement surestimés si on se
référe aux études de Belanche et al. (2019) avec une concentration de 10° & 107 copies
d’ADN/ml de contenu ruminal (320), voire a I’étude de Stiverson et al. (2011) qui mesure 10°
a 10° copies d’ADN archéal/g de contenu ruminal (276). L’étude menée par Gu et al. (2011)
confirme les variations inter-spécifiques avec des valeurs intermédiaires de 3,7 x 107 copies
d’ADN dans un g de fluide ruminal et 9,3 x 108 archées dans un g de particules ruminales chez

des chévres noires coréennes (324).

Concernant la concentration de protozoaires, les études réalisées sur les ovins sont cohérentes
avec I’intervalle énoncé pour les bovins et les ruminants en régle générale avec 10° & 10°
protozoaires par millilitre de contenu ruminal (271, 325, 326) avec cependant une augmentation
nette dans I’¢étude de Belanche et al. (2019) entre les brebis nourries avec une ration composée
de 725g MS (Matiére Seche) de concentrés et de foin de ray-grass anglais a volonté et les brebis

a I’herbe (respectivement 1,3 x 10° et 3,09 x 10® protozoaires par millilitre) (320).

Enfin les champignons anaérobies sont présents dans le rumen des ovins a des concentrations

de 10* & 108 copies d’ADN par millilitre ce qui correspond a ce qu’on peut retrouver chez les

bovins (320, 327).
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2) Composition du microbiote ruminal ovin
En 2015, Henderson et al. (2015) ont publié un article fondateur sur la notion de « Core

Microbiome », que I’on pourrait traduire par « Microbiote Commun » ou « Microbiote
Central », au sein du rumen d’individus de différentes espéces et a des localisations
géographiques tres variées (328). L’étude d‘échantillons provenant de 742 ruminants (bovides,
cameélidés, giraffidés) appartenant a 32 espéces, prélevés dans 35 pays répartis sur tous les
continents a révélé que les 30 groupes bactériens les plus abondants étaient présents dans 90%
des échantillons et représentaient presque 90% des sequences totales et que 67, 1% des

séquences étaient présentes dans absolument tous les échantillons.

a) Les bactéries

i) Phyla bactériens majoritaires
Quel que soit I’échantillon étudié les séquences bactériennes sont les plus nombreuses et parmi

celles-ci deux phyla se détachent particulierement : les Bacteroidetes et les Firmicutes
représentent plus de 80% des séquences de la quasi-intégralité des échantillons. En revanche,
selon la méthode de mesure les proportions de ces deux phyla varient sensiblement, avec une
proportion plus importante de Bacteroidetes par rapport aux Firmicutes lorsque les mesures
sont réalisées a partir de génomes entiers ou par polymorphisme de longueur des fragments de
restriction terminaux (TRFLP) par rapport aux séquencages des produits de PCR sur le géene
codant pour ’ARNr 16S. Ainsi, a titre d’exemple, les moutons du groupe contrdle de 1’étude
de Castro-Carrera et al. (2014) réalisée par TRFLP présentaient respectivement 69-77% de
Bacteroidetes et 13-26% de Firmicutes (329) tandis que les Bacteroidetes représentaient 26,7%
et les Firmicutes 57,8% dans la méta-analyse a partir de données d’ARNT 16 S réalisée par Kim
et al. (2011) (275), ces données étant similaires a celles d’autres études utilisant la méme
méthode (287, 300, 307). Lopes et al. (2015) ont bien illustré ce phénomene en appliquant sur
4 moutons les deux méthodes aux mémes échantillons et en trouvant des divergences entre la
méthode par séquencage des produits de PCR de ’ARNr 16S et par Shotgun Sequencing pour
les Firmicutes (35-50% contre 15,9%), les Bacteroidetes (17-51% contre 72,9%) et les
Protéobactéries (7-40% contre 3%) notamment (330). L’hypothése principale avancée par les
auteurs est la présence d’un biais d’amplification dans les méthodes de séquencage du géne de
I’ARNr 16S et une diminution de la profondeur de séquencage dans le Shotgun Sequencing.
Les données obtenues par Shotgun Sequencing se rapprochent plus des données de culture mais
il est impossible d’assurer que la vision qu’elles offrent est plus représentative du rumen pour
autant (331).
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L’alimentation des ruminants a un role déterminant a jouer dans les proportions des différents
phyla. Ainsi, dans I’étude de Sadet-Bourgeteau et al. (2010), les mesures réalisées sur les
animaux nourris successivement avec une ration entierement composée de fourrages et une
ration composée de 65% de concentrés ont montré des proportions différentes des phyla
majoritaires, qui restaient cependant largement majoritaires (332). Classiquement les rations les
plus riches en fourrages (et par définition pauvres en concentrés) résultent en une proportion de
Firmicutes plus importante (332-335) a méthode identique tandis que les rations riches en
concentrés favorisent les Bacteroidetes et les Proteobacteria (336). Cependant, quelques études
ne trouvent pas de diminution de la proportion de ce phylum avec une augmentation de la
proportion de concentrés, voire trouvent une augmentation de celle-ci (320, 337). Par ailleurs,
a proportion de concentrés constante et a rapport énergie/protéines constant, la quantité
d’aliment distribuée peut avoir une influence sur le microbiote des ovins comme le montre
I’étude de Wang et al. (2017) qui montre une augmentation de la proportion de Firmicutes
lorsque les rations ne suffisaient pas a couvrir les besoins des animaux (84 et 96% des besoins
couverts d’apres les chercheurs) et une augmentation de la proportion de Bacteroidetes et de
Proteobacteria @ mesure que la ration comblait voire excédait les besoins (108 et 120%) avec

notamment 9 fois plus de Proteobacteria dans la ration 120% que dans la ration 84% (338).

Le lieu de prélévement de I’échantillon peut, lui-aussi, avoir un impact sur les proportions de
bactéries. Ainsi, I’étude menée par Cho et al. (2006) montre des différences considérables entre
la partie liquidienne du contenu ruminal, la partie solide et 1’épithélium ruminal avec une
dominance nette des Bacteroidetes sur 1’épithélium et des Firmicutes sur la partie fibreuse,
tandis que le contenu liquidien comportait un équilibre de ces deux phyla avec une légére

prédominance des Bacteroidetes (299).

Enfin, des effets individuels peuvent expliquer d’importantes variabilités. Ainsi dans les études
de Yu et al. (2006) (333) et de Lopes et al. (2015) (330), un individu présentait une proportion

forte de Proteobacteria comparativement aux autres individus de I’étude.

L’intégralité de ces influences (Figure 38) rendent difficile I’établissement d’une véritable

méta-analyse du microbiote ruminal.
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Figure 38 : Paramétres modifiant les proportions des différents phyla de I'écosystéme bactérien
ruminal.

Nous ne détaillerons dans la suite de ce paragraphe que les trois phyla bactériens majoritaires :
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ; mais une vingtaine de phyla ont a ce jour été
identifiés dans le rumen des ovins (275, 298) notamment les phyla Actinobacteria,
Verrucomicrobia et Spirochaetes qui représentent souvent 1% de la communauté bactérienne

ruminale chacun.

i) Les Firmicutes
Les Firmicutes (du latin firmus cutis, « qui a la peau dure ») sont des bactéries colorées

positivement a la coloration de Gram qui sert a différencier deux types de parois bactériennes.
Les bactéries colorées positivement a la coloration de Gram possédent une membrane
plasmique et une paroi epaisse de peptidoglycanes tandis que les bactéries Gram — possedent
une couche de peptidoglycanes plus fine cernées de deux bicouches lipidiques. La principale
différence entre le phylum des Firmicutes et celui des Actinobacteria réside dans la proportion
de Guanine et de Cytosine dans leur génome, assez faible chez les Firmicutes et plus élevée

chez les Actinobacteria.

119



Les Firmicutes sont subdivisés en cinq classes d’aprés le Catalogue of Life 2019 (339), dont la
plus représentée dans les échantillons ruminaux est la classe Clostridia (environ 90% des
Firmicutes) qui compte I’ordre des Clostridiales dont les deux familles les plus représentées
sont les Lachnospiraceae et les Ruminococcaceae (275, 334, 340). La classe des Bacilli qui
compte les ordres des Bacillales et des Lactobacillales est la seconde classe de Firmicutes
représentée dans le rumen (325, 338).
iii) Les Bacteroidetes

Les Bacteroidetes sont des bactéries Gram — en forme de batonnets retrouvés dans de trés
nombreuses especes en tant que bactéries commensales du tube digestif. Le Catalogue of Life
2019 les subdivise en cinq classes dont la plus représentée dans les écosystémes ruminaux est
la classe des Bacteroidia qui ne compte que 1’ordre des Bacteroidales au sein duquel la famille
la plus représentée est la famille des Prevotellaceae (341) et en particulier le genre Prevotella
qui, a lui seul, représente prés de la moitié des Bacteroidetes du rumen (275) et pouvant
représenter jusqu’a plus de 10 a 30% des bactéries ruminales (143, 275, 330, 342). La
proportion de Bacteroidetes peut méme étre plus importante comme dans 1’é¢tude de Lettat et

al. (2012) (325) dans laquelle les brebis étaient en subacidose ruminale.

iv) Les Proteobacteria
Le phylum Proteobacteria regroupe des bactéries trés protéiformes, c’est d’ailleurs cette

caractéristique qui a donné son nom au phylum en référence au dieu grec Protée capable de
multiples métamorphoses. Ces bactéries Gram — sont, pour la plupart mobiles grace a la
présence d’un flagelle, ce qui explique partiellement leur potentielle pathogénicité (332), mais
certaines ne sont pas mobiles. Elles sont retrouvées dans de trés nombreux environnements du
fait du caractére micro-aérophile ou anaérobie facultative de certaines d’entre elles. Leur
représentant le plus connu est Escherichia coli, une des bactéries les plus représentées dans le

tractus digestif des humains.

Les Proteobacteria sont subdivisés en six classes mais seules cinq sont dotées de plus d’un
représentant a I’heure actuelle (339, 343). Ces cing classes, dont la nomenclature se compose
des cinq premeéres lettres de I’alphabet grec, en préfixe a -proteobacteria, sont toutes présentes
dans I’écosystéme ruminal (275, 318). La plus représentée au sein du rumen est la classe des
Gammaproteobacteria qui représente entre les deux-tiers et les trois-quarts des Proteobacteria
selon les publications (275, 334) et qui regroupe les Aeromonadales comprenant la famille des
Aeromonadaceae et la famille des Succinivibrionaceae (320, 330, 338) ou les Enterobacteriales
qui compte pour seule famille les Enterobacteriaceae (330). Parmi les Alphaproteobacteria, le
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genre Phenylobacterium (appartenant a la famille des Caulobacteraceae, de la 1’ordre
Caulobacterales) est le plus représenté d’aprés Kim et al. (2011) (275), parmi les
Betaprotobacteria, c’est le genre Aquabacterium (famille des Comamonadaceae, ordre des
Burkholderiales) (275, 330), parmi les Deltaproteobacteria, c’est le genre Desulfovibrio
(famille des Desulfovibrionaceae, ordre des Desulfovibrionales); la classe des

Epsilonproteobacteria, quant a elle, est assez peu représentée (275).

Les Proteobacteria, en proportion plus faible que les deux phyla les plus représentés, sont
soumis a de fortes influences, notamment alimentaires. Ainsi I’étude de Belanche et al. (2019)
a montré qu’au sein de la famille des Succinovibrionaceae, le genre Ruminobacter était plutét
favorisé par une alimentation riche en fourrages et le genre Succinivibrio par une alimentation

riche en concentrés (320).

b) Les archées
Contrairement aux bactéries, les archées ne possédent pas de peptidiglycanes dans leur paroi
mais de la pseudomuréine (dans le cas des genres Methanobrevibacter et Methanobacterium),

ou d’autres hétéropolysaccharides ou protéines (344).

Les archées sont divisées en deux phyla dans le Catalogue of Life (339) : les Euryarchaeota et
les Crenarchaeota mais seul le phylum des Euryarcheaota est retrouvé abondamment dans le
rumen, tandis que les Crenarchaeota sont plus fréqguemment trouvées dans les milieux extrémes
(275). Cependant 1’étude métaprotéomique de Deusch et al. (2017) a identifié des protéines

provenant de Crenarchaeota au sein du rumen (341).

Le phylum Euryarcheota se subdivise en 8 classes, puis en 10 ordres (la majorité des classes
ne comptent qu’un ordre avec pour unique exception la classe des Methanomicrobia subdivisée

en 3 ordres) et en 29 familles répertoriées actuellement d’aprés le Catalogue of Life 2019 (339).

Toutes les classes d’Euryarchaeota ne sont pas représentées dans le rumen des ruminants. Ainsi,
la grande majorité des séquences obtenues dans les diverses études appartiennent a 3 classes :
Methanonacteria, Methanomicrobia et Thermoplasma (317, 341, 345, 346).

La quantité d’archées et la proportion des différentes classes d’archées sont assez stables
d’aprés la méta-analyse de Henderson et al. (328) probablement du fait de leurs réles
métaboliques peu divers et leur diversité inférieure a celle des bactéries. Cependant elles
peuvent dépendre de nombreux parametres notamment du site de prélévement dans le rumen,

avec une abondance plus importante sur les particules et 1’épithélium que dans la partie fluide
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(347). Laméthode de séquencage utilisée peut également avoir une incidence, ainsi dans 1’étude
de Snelling et al. (2014), certaines méthodes de séquencages ne permettaient pas d’identifier
d’archées méthanogenes appartenant au phylum Thermoplasma tandis que d’autres indiquaient

que ces derniéres représentaient jusqu’a 13% de 1I’échantillon (348).

La revue de Naz Faridi et Khan (2019) avance que la communauté des archées méthanogénes
ruminales des vaches et des chévres est dominée pat la classe Methanobacteriales tandis que
celle des ovins serait dominée par la classe Methanomicrobiales (345). Cette affirmation est
portée notamment par I’étude de Yanagita et al. (2000) dans laquelle sur les 2 & 3 x 108 archées
identifiées, 54% étaient assimilables a I’espéce Methanomicrobium mobile (appartenant a la
classe des Methanomicrobiales), les autres archées étant globalement assimilables aux especes
Methanobrevibacter ruminantium et Methanobacter smithii (appartenant a la classe des
Methanobacteriales) (322).

Enfin D’alimentation joue un rdle dans I’abondance et dans la diversit¢ des archées
méthanogenes du rumen avec une diversité supérieure pour les brebis au paturage par rapport

aux brebis nourries au foin et/ou aux concentrés (349).

Au sein du rumen, les populations d’archées semblent en interaction avec les autres

microorganismes notamment avec les protozoaires (317, 344).

c) Les protozoaires
Il convient de noter que nous emploierons le terme « protozoaire » tout au long de cette thése
pour nous inscrire dans la continuité de la littérature scientifique mais que ce terme, qui a servi
a désigner de trés nombreux rangs taxonomiques au cours de I’histoire, est aujourd’hui un abus
de langage lorsqu’il s’agit des microorganismes du rumen qui n’appartiennent pas, a

proprement parler, au phylum Protozoa actuel.

Au cours de I’histoire, ce qui est actuellement considéré comme « protozoaire » a d’abord été
classé parmi les animaux quand seuls deux régnes avaient été introduits : Animalia et Plantae,
les bactéries et les champignons étaient a cette époque considérés comme appartenant au régne
végetal justifiant I’appellation de « flore ruminale ». Dans le courant du XIXéme siécle, le
phylum du régne animal appelé Protozoa a été élevé d’un cran en termes de rang taxonomique
devenant le troisieme regne (350). Les régnes Fungi et Bacteria sont venus s’ajouter aux
précédents dans la premiere moiti¢ du XXeme siecle puis Bacteria s’est subdivisé en Bacteria
et Archaebacteria a la suite des travaux de Woese et Fox (285) comme évoqué a la partie

2.1.C.3.a. Cependant ce n’est qu’en 1981 qu’apparait le régne Chromista dans lequel les

122



chloroplastes incorporés lors de I’évolution se trouvent dans le lumen du réticulum
endoplasmique granuleux ce qui les différencie des plantes grace aux travaux de Cavalier-Smith
et ses collaborateurs (351). C’est dans ce régne que se trouvent les microorganismes ruminaux

autrefois qualifiés de protozoaires.

Cependant, du fait de ’instabilité actuelle de la classification et de 1’absence de correspondance
nette entre les données taxonomiques et les données plus anciennes obtenues par identification
directe qui est encore a ce jour le Gold Standard (352), nous conserverons dans ce paragraphe

les noms de familles et de genres retrouvés dans la littérature jusqu’a ce jour.

La grande majorité des protozoaires du rumen appartiennent a deux familles : les Isotrichidae
(comprenant les genres Isotricha et Dastrycha) et les Ophryoscolecidae (comprenant les genres

Entodinium, Epidinium, Diplodinium, Oprhyoscolex et Polyplastron notamment) (352, 353).

Les proportions des différents genres varient selon la méthode de mesure avec une sous-
estimation probable des petits ciliés comme ceux du genre Entodinium et une sur-estimation
des ciliés de grande taille comme ceux du genre Epidinium dont le volume est cing fois plus
important que celui des précédents (354).

L’espéce animale a également un impact important sur les proportions observées. Ainsi, dans
I’é¢tude menée par Henderson et al. (2015) sur une grande variété de ruminants, quelques genres
comme Entodinium ou Epidinium étaient présents dans plus de 90% des échantillons quelque
soit I’espece ou la localisation géographique mais quelques genres comme Enoplastron ou
Ophryoscolex étaient préférentiellement retrouvés chez des ovins et des bovins respectivement
(328). De méme, dans I’étude de Kittelman et al. (2015), les genres Ostracodinium, Charonina
et Metadinium étaient préférentiellement retrouvés dans les échantillons issus du prélévement
sur bovin et les genres Eudiplodinium et Dastrycha plutdot dans les échantillons issus du

prélevement sur ovin (354).

L’alimentation est un des facteurs majoritaires d’influence sur les proportions des différents
protozoaires dans le rumen. Ainsi, dans I’étude de Skillman et al. (2006), les ovins nourris avec
une forte proportion de concentrés avaient une proportion de protozoaires appartenant au genre
Entodinium de 95-99% (271) tandis que dans 1’étude de Saro et al. (2013), I’augmentation de
la quantité de fourrage diminue la proportion du genre Entodinium au profit des autres ciliés

(355). Ces résultats sont confirmés par la méta-analyse de Belanche et al. (2019) (320).

123



Les nombreuses études de défaunation qui ont eté réalisées dans le cadre des études sur la
méthanogenése ont montré que priver les ruminants de leurs protozoaires n’avait pas d’impact
sur leur santé (352) et leur rdle est encore aujourd’hui controversé. La défaunation est associée
avec une diminution de la digestibilité de la matiére organique probablement due a la perte des
endoglucanases et des xylanases synthétisees par les larges protozoaires de la famille des
Ophryscolecidae (Epidinium, Polyplastron, Eudiplodinium) entrainant une chute de la
dégradabilité des NDF (Neutral Detergent Fiber, globalement représentatives des glucides
pariétaux hors pectines) (352). Par ailleurs la disparition des protozoaires entraine une chute de

la quantité d’archées méthanogénes et I’augmentation de la diversité de celles-cCi (356).

L’effet le plus important reporté par la méta-analyse de Newbold et al. (2015) est la diminution
de l’abondance de certains bactéries fibrolytiques, laissant supposer une collaboration
symbiotique entre microorganismes fibrolytiques et la diminution plus drastique encore des

champignons anaérobies (-92%) (352).

d) Les champignons
L’intégralité des champignons qui peuplent le rumen sont des champignons anaérobies stricts,
qui possédent par conséquent un hydrogénosome en lieu et place des mitochondries. Ils
appartiennent presque tous a la classe Neocallimastigomycetes (embranchement
Chytridiomycota dans le Catalogue of Life 2019 (339)). 6 genres ont été répertoriés par
Fliegrova et al. (2015) : Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Anaeromyces, Orpinomyces
et Cyllamyces (357).

Ces champignons, capables de développer des réseaux de rhizoides afin de pénétrer les substrats
végétaux, possedent I’arsenal enzymatique nécessaire a la dégradation des glucides pariétaux.
Leur apparence en microscopie explique qu’ils aient longtemps été classés parmi les

protozoaires flagellés (357).

A nouveau, I’espéce de ruminant semble avoir une importance dans les proportions des
différents genres suscités avec une dominance d’Anaeromyces et Orpinomyces dans le rumen
des bovins (358) et de Neocallimastix, et Caecomyces dans celui des ovins (327). Cet effet
espece doit cependant étre considéré avec précaution puisqu’il peut étre confondu avec un effet
régime tel que démontré par Belanche et al. (2019) avec une plus forte proportion de
Neocallimastix et d’Anaeromyces chez les ovins nourris avec des rations riches en concentrés

et une plus forte proportion de champignons appartenant aux embranchements Ascomycota et
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Basidiomycota ainsi qu’aux genres Orpinomyces, Feramyces et Pecoramyces de

I’embranchement Chytridiomycota chez les ovins au paturage (320).

I1)  Relations entre le parasitisme et le microbiote des ovins

A) Leviers d’action de I’infestation parasitaire sur le microbiote
L’infestation parasitaire peut avoir des effets directs et indirects sur le microbiote de 1’animal

parasité. D une part, I’infestation parasitaire est responsable d’une diminution de 1’ingestion
(359) d’aliment dont on a vu précédemment qu’elle était responsable de modifications
importantes du microbiote, notamment bactérien (338). D’autre part, 1’action pathogéne de
certains parasites modifie I’environnement digestif dans une certaine mesure et la modification
des conditions physico-chimiques entraine des changements d’abondances et de diversité
microbiennes (359-361). Par ailleurs, en se nourrissant dans le tube digestif, les vers ingérent

certains microorganismes.

La modification du microbiote par I’infestation parasitaire n’est pas spécifique aux ruminants
et elle a été particulierement étudiée en médecine humaine ou de tres nombreuses tentatives
d’expliquer des maladies a 1’aide des proportions et abondances de microorganismes digestifs
fleurissent depuis les deux derniéres décennies (362). De méme une étude menée par Li et al.
(2012) montre que I’infestation de cochons par Trichuris suis explique 13% de la variabilité en
termes de composition et 26% de la variabilité en termes d’activité du microbiote du célon

proximal (363).

Le parasitisme peut avoir une action sur le microbiote a plusieurs niveaux du tube digestif et il
est légitime de penser que ces actions pourraient étre réciproques et que le microbiote ait un

role a jouer dans 1’établissement et la reproduction des parasites au sein de 1’hote.

B) Infestation par Haemonchus contortus et microbiote abomasal ovin
L’infestation par Haemonchus contortus est associée avec une augmentation du pH abomasal

chez les ruminants infestés. Ainsi, dans 1’étude menée par Li et al. (2016), le pH abomasal de
chévres infestées avec 5000 larves L3 était de 4,5 contre 3 pour les chévres non infestées (359).
Le méme phénomene a été observé avec les moutons de 1’étude d’El-Ashram et al. (2017)(364).
Or, ’augmentation du pH abomasal a été corrélé avec une augmentation de la densite
bactérienne au sein de ’abomasum (361, 364, 365). Au contraire la population archéale semble
moindre lorsque le pH abomasal augmente (359, 364). L’étude de Li et al. (2016) montre une
augmentation de la proportion de bactéries appartenant au phylum Actinobacteria dans la
caillette des animaux infestes par rapport aux animaux controles (359) ce qui semble en accord

avec 1’étude contemporaine de Tirabassi et al. (2016) dans laquelle les brebis sélectionnées pour
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leur sensibilité a I’infestation connaissaient eux-aussi cette augmentation de proportion des
bactéries appartenant au phylum Actinobacteria contrairement aux animaux sélectionnés pour
leur résistance moins séverement infestés (366). La sévérité de I’infestation était également
associée a une chute de la proportion de Firmicutes et de Bacteroidetes au profit des
Proteobacteria dans cette méme étude (366) rapprochant le microbiote des ovins de celui des
parasites récupérés dans la caillette d’animaux infestés. Ce rapprochement semble logique étant
donné que les vers, bien que se nourrissant de sang, ingérent également du fluide abomasal
(367, 368).

Enfin I’étude de El-Ashram et al. (2017) indique que I’infestation par Haemonchus contortus
est responsable d’une augmentation de la diversité alpha exprimée par le nombre d’especes
observées, le Chao-1 ou les indices de Shannon et Simpson par rapport aux contréles en

particulier dans les premiers jours de I’infestation (364).

C) Infestation par Haemonchus contortus et microbiote intestinal ovin
Une étude réalisée par Al-Mamun (2017) sur la flore fécale de brebis infestées ou non par

Haemonchus contortus a montré des différences de réponses du microbiote a 1’infestation selon
les animaux catégorises a partir de leur EFO et de leur hématocrite comme sensible ou resistants
(369). Les modifications de microbiote fécal étaient plus importantes chez les animaux portant
une lourde charge parasitaire que chez les animaux dont la charge parasitaire était moindre. Par
ailleurs, les animaux sensibles et résistants étaient séparés par une analyse multivariée et la
composition du microbiote fécal des animaux sensibles ressemblait, aprés infestation,
davantage a celui des animaux résistants avant infestation. Ainsi, avant infestation, les moutons,
qui apres infestation auraient une lourde charge parasitaire (moutons sensibles) présentaient
davantage de Bacteroidetes et surtout de Proteobacteria et moins de Firmicutes que les moutons
résistants. La composition du microbiote fécal est probablement plus proche de celle du tractus
digestif distal que de celle du rumen (265) mais on retrouve dans les parties distales du tube

digestif les tendances qui se dégageaient déja dans 1’abomasum (364, 369).

Comme cela avait été observé par Li et al. (2016) sur les caillettes de chévres, I’infestation
parasitaire semble augmenter la diversité du microbiote fécal des ovins. Cela est probablement
di a une instabilité laissant des niches vacantes pour I’installation de bactéries non

classiguement retrouvées (369).
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D) Infestation par Haemonchus contortus et microbiote ruminal ovin
Si l'on s’attendait a ce que le microbiote abomasal soit impacté par 1’infestation par

Haemonchus contortus et que le mirobiote fécal soit affecté lui-aussi en conséquence, les
modifications du microbiote ruminal sont plus difficilement explicables par la biologie du
parasite. En effet, au sein du rumen, le parasite se trouve a I’¢tat de larve L3 engainée dans
I’exuvie de la larve L2, elle ne se nourrit pas et ne sort de I’exuvie que peu de temps avant la
sortie du rumen. On peut de fait supposer que I’effet du parasite sur le microbiote soit limité.

Cela justifie la trés faible quantité d’articles publiés sur ce sujet (41, 42).

En revanche, il n’est pas aberrant d’envisager que le microbiote pourrait, lui, avoir un role a
jouer dans le cycle de vie du parasite en défavorisant le dégainement de la larve L3 par exemple
(41, 42).

L’¢tude d’El-Ashram et al. (2017) (367) montre une augmentation passagére du pH ruminal
pendant les premiers jours post-infestation en lien avec une augmentation transitoire de la
proportion de Firmicutes a 7 jours post-infestation et une diminution concomitante et
probablement liée de la proportion de Bacteroidetes. Les Proteobacteria, quant a eux,
connaissent une augmentation de leur proportion relative importante représentant jusqu’a 15%
des bactéries ruminales des animaux infestés (364) 50 jours post-infestation. L’infestation
parasitaire s’accompagne d’une diminution de ’abondance des bactéries et des archees

méthanogenes au niveau du rumen dans cette méme étude.

Il existerait des interactions multiples entre pH ruminal, dégainement des larves L3 et

microbiote mais ces interactions n’ont pas €té investiguées a ce jour.

L’objectif de la partie expérimentale de cette thése est de rechercher un lien entre le microbiote
ruminal et la résistance a I’infestation parasitaire sur des animaux en période péri-partum, donc

de relachement immunitaire recevant une ration couvrant ou non leurs besoins en protéines.
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Partie 3 : Etude de 1’impact de la sélection génétique pour la résistance
a Haemonchus contortus sur le microbiote ruminal de brebis
périparturientes et sur son activité.

1) Présentation de I’¢tude
L’étude que j’ai menée dans le cadre de cette thése fait partie du projet européen SusTradeOff

dont le principal but est de comprendre 1’allocation des protéines entre la production et la
réponse immunitaire chez les moutons en fonction de leur génétique, de leur stade de
production, de leur statut vaccinal et parasitaire et de la quantité de protéines présentes dans
leur ration. En particulier, notre étude a été menée en paralléle d’un essai visant a établir la
répartition de 1’allocation protéique entre la production et la réponse immunitaire autour de la
gestation chez des brebis sélectionnés genétiqguement pour leur résistance ou leur sensibilité a

I’infestation par Haemonchus contortus et recevant une ration plus ou moins riche en protéines.

Nous avons profité de cet essai pour essayer d’évaluer I’impact de la sélection génétique pour
la résistance aux helminthes et de la quantité de protéines de la ration sur le microbiote ruminal
et son activité afin de mieux comprendre la mise en place de ladite résistance et a terme d’affiner

la sélection.

1)  Matériel et Méthodes

A) Ethique des essais sur animaux
Les animaux ont été utilisés conformément au décret 2013|118, dans un établissement

utilisateur agréé et aprés une autorisation du projet par le Ministére de 1’Enseignement

Supérieur et de la Recherche sur avis d’un Comité d’Ethique en Expérimentation Animale,

référencée sous le numéro APAFIS#12413-2017120116111851 v5.

B) Animaux
A D’issue d’une premiére phase visant a sélectionner des brebis primipares selon leur résistance

génétiqgue a Haemonchus contortus (un nématode hématophage de la famille des
Trichostrongylidae), 48 brebis gestantes, choisies par rapport a leur taille de portée (2 ou 3
agneaux) et leur résistance (R, n= 24) ou leur sensibilité (S, n= 24) a Haemonchus contortus,
ont été réparties en deux lots recevant une ration couvrant 70-80% de leur apport recommandé
en protéines (LP, n=24) ou 120-130% de leur apport recommandé en protéines (HP, n= 24)
(Tableau 8) selon les recommandations INRA 2007 (227). La répartition en lots a été faite de

facon a avoir un méme nombre d’agneaux par portée en moyenne et un méme poids vif dans
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les différents lots au démarrage de 1’essai. Les animaux étaient hébergés sur le site de La

Sapiniére appartenant a 1’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA).

Tableau 8: Répartition des animaux en fonction de leur lignée de provenance et du niveau protéique de
leur ration selon les recommandations INRA 2007 (227).

Lignée/Régime 120% des apports 70% des apports
recommandés en PDI | recommandés en PDI
(HP) (LP)
Résistante (R) 12 12
Sensible (S) 12 12

C) Régimes

La composition des régimes est détaillée dans les Tableaux 9 et 10 (des précisions sur les
ingrédients figurent en Annexe 1). Les rations ont été adaptées aux besoins nutritionnels des
animaux aux différentes périodes. Les animaux ont ainsi consommé trois régimes différents
selon que les brebis étaient gestantes, en préparation a 1’agnelage (2 semaines avant la mise-
bas) ou en début de lactation. Les 3 rations ont été formulées pour couvrir les besoins des
animaux, a 1’exception des protéines pour le groupe LP, et pour que les rations des groupes LP
et HP ne différent que par leur taux de couverture des besoins en protéines. Les concentrés ont
été distribués a I’aide d’un distributeur automatique de concentrés (DAC). Les quantités
présentées dans le Tableau 9 sont des quantités estimées. Les consommations effectives sont en
cours de traitement et seront corrélées aux mesures realisées sur les animaux dans une étude

ultérieure.

D) Infestation
La premiere infestation (JO) a été faite avec 2000 larves L3 puis les animaux ont été infestés

avec 1000 larves L3 d’Haemonchus contortus toutes les semaines jusqu’a J52 soit 8 infestations
au total (Figure 39). Les larves ont été cultivées a partir d’ceufs récupérés par dissection de
femelles Haemonchus contortus puis comptés de fagon indépendante sur lame de Mac Master
par trois expérimentateurs. Haemonchus contortus est un parasite de la caillette des ruminants.
La contamination naturelle se fait également par ingestion de larves L3, lesquelles vont perdre
leur exuvie dans le rumen avant d’entrer dans la caillette ou elles mueront en larves L4 avant

de s’enkyster (hypobiose) ou de muer en larves L5 puis en adultes.
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Figure 39: Schéma explicatif du protocole expérimental.



Tableau 9: Constitution des six différents régimes utilisés au cours du protocole (apports estimés d'apres
INRA 2007) (227).

Période . Rations  120%  des | Rations 70% des apports
Composition apports recommandés en | recommandés en PDI (LP)
PDI (HP)
4 semaines | Estimation ~ consommation
avant Mise- | Paille/Concentrés (kg) 0,7/1,030 0,770,995
Bas -
Couverture  effective  des
(durée : 31 | besoins en PDI (% apports | 15 72
jours) recommandés)
% fourrages dans la ration a1 a1
2 semaines | Estimation  consommation
avant Mise- | Paille/Concentrés (kg) 0,67/1,790 0,67/1,792
Bas -
Couverture  effective  des
(durée : 14 | besoins en PDI (% apports | 124 83
jours) recommandés)
% fourrages dans la ration 27 27
Début de Estimation ~ consommation
Lactation | Paille/Concentrés (kg) 0,93/2,454 0,93/2,558
(durée: 42 | Couverture effective des
jours) besoins en PDI (% apports | 126 75
recommandés)
% fourrages dans la ration 27 27

Tableau 10 : Composition nutritionnelle des concentrés (% massique de la matiere seche).

(durée : 31 jours)

Cellulose brute (4,9)
Cendres brutes (6,8)

Période Rations  120%  des | Rations 70% des apports
apports recommandés en | recommandés en PDI
PDI (HP) (LP)

4 semaines avant | Protéines brutes (27,9) | Protéines brutes (14.5)

Mise-Bas Matieres grasses (1,6) Matiéres grasses (1,7)

Cellulose brute (4,8)
Cendres brutes (5,4)

2 semaines
Mise-Bas

avant

(durée : 14 jours)

Protéines brutes (20,9)
Matieres grasses (1,7)
Cellulose brute (5)
Cendres brutes (4,8)

Protéines brutes (13,4)
Matieres grasses (1,7)
Cellulose brute (4,9)
Cendres brutes (4)

Début
Lactation

de

(durée : 42 jours)

Protéines brutes (17,9)
Matieres grasses (1,7)
Cellulose brute (4,9)
Cendres brutes (5)

Protéines brutes (11,1)
Matieres grasses (1,7)
Cellulose brute (4,9)
Cendres brutes (4,4)

131




E) Prélevements et mesures
Des prélevements de féces ont été réalisés toutes les semaines entre le début de 1’expérience

noté (JO) et la fin de I’expérience 15 semaines plus tard (J103). En paralléle de cela des
prélevements de sang ont également été realises toutes les semaines afin de mesurer
I’hématocrite des animaux. Trois prélévements de contenu ruminal ont été réalisés par voie
orale, a I’aide d’une sonde gastro-cesophagienne et d’une pompe. Le premier prélévement a été
fait au démarrage de I’expérimentation (JO), le 2°™ en fin de gestation a J22 soit juste avant la
4% infestation et enfin le 3°™ & J64 en début de lactation. Les prélévements de contenu ruminal
ont été répartis ainsi : 2 fois 5 mL dans 2 tubes en polypropyléne contenant 0,2mL d’une
solution a 25% (v/v) d’acide sulfurique concentré, pour la mesure des paramétres fermentaires
(AGV et N-NH3), et 2 fois 1 mL dans des microtubes de 2mL certifiés sans ADNase ni ARNase
pour la caractérisation du microbiote ruminal. Apres prélevement les tubes ont été congelés

immeédiatement et conserves a -20°C pour les AGV et N-NH3 et a -80°C pour le microbiote.

Par ailleurs, chaque semaine, les animaux étaient pesés et leur épaisseur de gras dorsal était
mesurée par échographie. Enfin, une administration par voie orale d’une dose d’eau lourde
(°H20) a été réalisée a J19 ainsi qu’au moment de 1’agnelage. Aprés cette administration, des
prélévements sanguins réguliers 6h, 12h, 24h, deux jours, quatre jours et huit jours sur tube
EDTA ont été effectués afin de suivre la synthése de novo de protéines incorporant le deutérium
a partir des proteines alimentaires. Aprés I’agnelage, des prélévements de lait ont été réalisés
en méme temps que les prélévements de plasma. A J19 et 4 I’agnelage, un prélévement de sang

sur héparine a été réalisé pour préciser le statut métabolique des animaux.

F) Dosages sanguins
Les dosages sanguins ont été réalisés a la Royal (Dick) School of Veterinary Studies a

Edimbourg avec un analyseur AU480 (Beckman Coulter, Brea, Etats-Unis d’ Amérique). Le
béta-hydroxybutyrate (BOHB), synthétisé dans le foie a partir d’acétyl-coenzyme A
(AcétylCoA) en cas de deficit énergétique a été dose pour préciser le statut énergétique des
animaux. L urée, I’albumine et les protéines totales sanguines ont été mesurées afin d’évaluer
le statut protéique. Les globulines ont été déduites de la concentration en protéines totales et

de celle de I’albumine par simple soustraction.
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G) Coproscopies
Des coproscopies ont été réalisées au laboratoire de Parasitologie de 1’Ecole Nationale

Vétérinaire de Toulouse (ENVT) a partir des matic¢res fécales recueillies. Les ceufs de

nématodes ont été comptés d’apres la méthode décrite en Figure 11.

H) Etude du contenu ruminal

1) Evaluation des produits de fermentation microbienne
Les AGV du contenu ruminal ont été dosés avec un chromatographe en phase gazeuse (7890A,

Agilent Technologies, Santa-Clara, Etats-Unis d’Amérique) muni d’un détecteur a ionisation
de flamme, aprés préparation des échantillons. Une centrifugation des échantillons & 2880 g a
4°C pendant 20 minutes a tout d’abord permis d’éliminer les particules grossieres. Puis 1 mL
de surnageant a été transféré dans un microtube contenant 200 uL. d’acide métaphosphorique a
25% (p/v) avant d’étre centrifugé a 20 000 g a 4°C pendant 15 min. Ensuite, 100 pyL du
surnageant ainsi obtenu ont été transférés dans un flacon d’injection contenant 75 pL d’étalon
interne (acide 4-méthylvalérique a 0,2% (v/v)), et 900 uL d’eau ultrapure. La séparation a été
réalisée a I’aide d’une colonne en DB-FFAP (réf. 125-3232, Agilent Technologies, Santa-Clara,
Etats-Unis d’ Amérique) avec un injecteur & 250°C et & débit de diazote constant (4mL/min).

La concentration en azote ammoniacal (N-NH3) dans le contenu ruminal a été mesurée par
spectrophotométrie a 660 nm aprés réaction avec du salicylate de sodium et formation d’un
indophénol bleu en milieu alcalin et fournisseur d’ions chlore (dichloroisocyanurate de
sodium), d’aprés la méthode de Verdouw (370). Apres décongélation les échantillons ont été
centrifugés a 2880 g a 4°C pendant 20 min avant que le surnageant ne soit prélevé et dilué au
20°™_ Enfin, une analyse colorimétrique sur un spectrophotométre (SAN++, Skalar, Pays-Bas)

en continu a flux segmenté a été réalisée.

2) Etude du microbiote ruminal
L’extraction d’ADN a été réalisée avec le kit « ZR-96 Soil Microbe DNA Kit » (Zymo

Research, Irvine, Etats-Unis d’Amérique). Aprés décongélation, 85 pL de phase liquide de
rumen ont éte préleveés et introduits dans un puits de lyse dans lequel ont été ajoutés 400 pL de
« BashingBead Buffer » avant broyage a 1’aide de microbilles pendant 15 min a 30 Hz dans un
broyeur MM400 (Retsch, Haan, Allemagne). A la sortie du broyeur les échantillons ont été
centrifugés a 4500 g pendant 5 min avant transfert de 230 pL de surnageant dans une plaque
96-puits dont les puits avaient été préalablement chargés avec 750 pL de « Genomic Lysis
Buffer ». Cette nouvelle plaque a été agitée puis centrifugée a 4500g pendant 5 minutes. Le

surnageant a alors été transféré dans une plaque « Silicon-A™ Plate » montée sur une plaque
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de récupération. L’ensemble a ensuite été centrifugé pendant 5 minutes a 4500 g. Ensuite 200
uL de « DNA Pre Wash Buffer » ont été ajoutés aux puits de la « Silicon-A ™ Plate » qui a
ensuite été centrifugée a 3000g pendant 5 min avant adjonction de 500 pL de « DNA Wash
Buffer » et une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions. Enfin, 50 puL de « DNA
Elution Buffer » ont été ajoutés a la plague qui a été centrifugée a exactement 3500 g pendant
3 min. Enfin la «Silicon-A™ Plate » a été montée sur « Silicon-A HRC™ Plate »
préalablement réhydratée, elle-méme montée sur une « Elution Plate » pour élution finale par

centrifugation a 3500 g pendant 3 min.

Par la suite, 1’« Elution Plate » a été centrifugée pendant 1 min a 1000 g. Apres une dilution au
100°™ dans de 1’eau pour préparation injectable, une seconde centrifugation de 1 min a 1000 g
a été réalisée puis 1 pL de solution contenant ’ADN a été ajouté a 49 pL. de mix pour PCR1
MiSeq. Les amorces utilisées permettaient la polymérisation d’une partie ciblée du gene de
I’ARN 16S - afin de n’avoir que des bactéries - plus précisément la région hypervariable V3-
V4 (5’-CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTACGGRAGGCAGCAG, « forward » et
5‘-GGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTACCAGGGTATCTAATCCT, reverse » ;

Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis d’Amérique). La plaque a ensuite été placée dans un
Thermocycleur « Uno-96 » (OZYME, Saint-Cyr-I'Ecole, France) avec le programme suivant :
30 cycles de trois étapes d’une minute (dénaturation a 94°C, hybridation a 65°C, extension a
72°C). A I’issue de la PCR, la plaque 96-puits a été centrifugée une minute pour faire retomber

la condensation.

La présence et la qualité de I’ADN ont ¢été vérifiées par €lectrophorese sur gel d’agarose avec
tampon TBE (Tris, Borate, EDTA). Les échantillons ont ensuite été apportés a la plateforme de
séquencage GeT-PlaGE de Toulouse. Une deuxieme PCR a alors été réalisée sur les
échantillons en utilisant des amorces contenant des séquences marquant nos différents
échantillons et agissant donc comme un code-barres spécifique a chaque échantillon. A 1’issue
de cette polymérisation en chaine 1’ensemble des échantillons a été groupé et séquencé sur un

séquenceur MiseqM d’TIllumina® (San Diego, Etats-Unis d’Amérique).

134



I) Analyse bio-informatique
Les lectures obtenues de 250 nucléotides chacune ont été traitées a 1’aide du logiciel FROGS

(371). Une premiere étape consiste a assembler les lectures obtenues avec les amorces
« forward » et « reverse » afin d’obtenir des séquences plus longues. Puis une deuxiéme étape
supprime les séquences ne contenant pas les bonnes amorces, celles contenant des bases
ambigués dues a des défauts de séquencage et les sequences ne correspondant pas aux longueurs
attendues. Ces deux étapes sont qualifiées de Pré-Process.

L’étape suivante consiste en I’agglomération des séquences en clusters en fonction de leur degré
d’identité par Swarm (372) qui présente 1’avantage de ne pas étre influencé par I’ordre de

lecture des séquences et de ne pas avoir de seuil arbitraire (Figure 40).

Figure 40 : (A) Méthode CIaSSIque de clustering reposant sur une distance seuil a partir d’un
centroide calculé a partir des séquences ; (B) Méthode Swarm développée par Mahé et al. (372)
reposant sur la constitution pas-a-pas d’'un réseau a partir de différences simples entre
séquences.

Cette constitution de clusters permet de réduire les artéfacts inhérents aux méthodes utilisées.
S’ensuit une étape de nettoyage des chiméres, ¢’est-a-dire des séquences pour lesquelles un
fragment d’ADN dont la polymérisation n’a pas abouti sert d’amorce au cycle suivant (Figure
41). Plusieurs méthodes existent pour 1’élimination des chimeres. Il est possible par exemple
de comparer la séquence avec les séquences d’une base de données et de fixer un seuil a partir
duquel si une séquence ressemble plus a un assemblage d’éléments de la base de données qu’a
une entité simple, elle sera considéree comme chimére (373). L approche utilisée par FROGS

consiste en une validation croisée, une séquence ressemblant a une chimére ne sera considéree
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comme chimere que si les fragments composants 1’hybride appartiennent a des séquences

effectivement présentes dans 1’échantillon (371).

. Arrétde la
p polymérisation N

quelques inadéquations. séquence B comme support.

PCR N+1
(1) Le fragment sert (2) La polymérisation se
d’amorce en dépit de poursuit en utilisant la
I

Obtention d’'une
chimeére

Figure 41 : Schéma explicatif de la chimérisation lors d'une polymérisation en
chaine.

L’ application de filtres sur les clusters permet de se débarrasser de I’exces de singletons de
séquences ou de clusters inhérent aux techniques de polymérisation et de séquencage. Il existe
plusieurs fagons de limiter les erreurs. Bokulich et al. (374) recommandent 1’utilisation d’un
seuil a 0,005%. Cela signifie que des clusters représentés par moins de 0,005% du total des
séquences seront supprimés et considérés comme artéfactuels. Cette filtration élimine une
grande majorité des clusters. D’autres filtres sont également appliqués, notamment la présence
du cluster dans une banque de contaminants identifiés ou la présence du cluster dans un
unique échantillon.

Enfin les clusters obtenus sont affiliés grace aux données taxonomiques contenues dans la
banque de données SILVA (version 132) (Figure 41). Ils sont alors qualifiés d’Unité
Taxonomique Opérationnelle (OTU).
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Figure 42: Représentation du pipeline utilisé dans le logiciel FROGS.

La version détaillée de ce pipeline ayant été publiée dans I’article d’Escudi¢ et al. (2018)

figure en Annexe 3 (371).

J) Analyses biostatistiques
Les concentrations en AGV mesurées ont été ramenées a des proportions molaires représentant

un profil molaire en AGV. De la méme maniere les clusters identifiés aprés le séquencage ont
été exprimés en abondances relatives et les analyses statistiques sur le microbiote ont été
effectuées sur des abondances relatives au total des clusters observés pour un échantillon afin

de normaliser les résultats.

Des indices d’alpha-diversité ont été calculés a I’aide de la fonction diversity du package Vegan
de R. L’indice de Gini-Simpson (Figure 41) a été privilégié car il permet d’exprimer la diversité
en donnant une importance plus importante aux clusters majoritaires contrairement a 1’indice
de Shannon qui risquerait d’étre biaisé par le filtre de Bokulich. Cet indice permet ¢galement
de classer les diversités par ordre croissant contrairement a 1’indice de Simpson qui décroit a

mesure que la diversité augmente.

Pi : probabilité d’obtention du taxon i

S : nombre de taxons total de
I’environnement

S
Indice de Gini — Simpson = ?H = 1 — 2 p?

=1

Figure 43 : Formule de [’indice d’alpha-diversité de Gini-Simpson.
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Les différents produits des fermentations ruminales, ainsi que les abondances relatives des
différents niveaux taxonomiques ont été analysés a 1’aide d’un mod¢le linéaire a effet mixte
avec I’animal en effet aléatoire niché dans I’effet lignée (Figure 4) afin de prendre en compte
les mesures multiples. Les modeles ont été soumis a des ANOVA de type 3, le modele a été
réduit au maximum en 6tant les parameétres non significatifs. Lors des comparaisons entre deux

niveaux d’un unique facteur, des tests de Student ont été réalisés.

Y = lmer(Lignée * Période * Teneur protéique de la ration + (1|Animal)/Lignée)

Figure 44 : Modéle Linéaire employé pour les analyses de métabolites microbiens et les abondances
relatives en différents niveaux taxonomiques.

Une Analyse en Composantes Principales parcimonieuse (SPCA pour sparse Principal
Component Analysis) et une Régression des moindres carrés partiels discriminante (SPLS-DA
pour sparse Partial Least-Square Discriminant Analysis) ont été réalisées a 1’aide du package
MixOmics de R pour avoir une vision globale des populations microbiennes prélevées dans les
jus de rumens. Ces deux analyses ont été choisies au regard du nombre d’observations (OTU)
par rapport au nombre d’échantillons. Ainsi, en choisissant les analyses parcimonieuses, les
composantes deviennent des combinaisons linéaires d’un nombre plus restreint de variables
explicatives aux dépends de la stricte orthogonalité de ces composantes ce qui permet de
renforcer la variabilité expliquée par ces composantes. La régression PLS (Partial Least
Squares) permet de maximiser la part de variation attribuable a une variable explicative donnée.
L’utilisation d’une régression PLS discriminante (PLS-DA) est adaptée a I’explication d’une
variable qualitative a plusieurs niveaux (transformée en autant de variables indicatives) par un

grand nombre de variables explicatives.

Les graphiques ont été obtenus par utilisation du package ggplot dans le logiciel R.
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1)  Résultats

A) Vérifications du modele experimental

1) Divergence des lignées
Pour vérifier I’exploitabilité des résultats obtenus au cours de I’expérimentation, il nous fallait

d’abord nous assurer de la divergence réelle des individus appartenant aux lignées résistante et
sensible. Les données d’hématocrite et 1’excrétion fécale d’ceufs ont été récoltées dans le cadre

de la these universitaire de Sophie Aguerre (non publié).

Les résultats issus du comptage d’ceufs de nématodes dans les féces révelent une différence
significative attendue des lignées a partir de J56 et jusqu’a J103 (Figure 45). Aucun ceuf n’a été
observé avant I’infestation ni dans les premiers jours suivant celle-ci. L’apport en protéines n’a
pas d’effet significatif sur I’excrétion d’ceufs hormis une excrétion plus précoce chez les
animaux sensibles nourris avec une ration couvrant seulement 70% de leur apports
recommandés en PDI par rapport aux animaux sensibles dont les apports recommandés étaient
couverts a 120%. Les hématocrites des brebis prélevées toutes les semaines révelent une
différence significative entre les deux lignées au cours de 1’infestation a partir de J56 (Figure
46) témoignant d’une meilleure résilience des animaux de la lignée résistante (R). En effet, le
retour a une valeur subnormale de 1’hématocrite est plus rapide pour les animaux de la lignée
R que pour les animaux de la lignée S. A partir de J70, I’hématocrite des animaux de la lignée
S se rapproche de celui des animaux de la lignée R et on peut supposer que la différence

s’estompe avec le temps post-infestation.

Les mesures d’albuminémie réalisées sur les prélevements sanguins peuvent également
permettre d’obtenir un apercu de la résilience des animaux. Haemonchus contortus se nourrit
de sang et est responsable de fuites protéiques au niveau abomasal ce qui oblige I’organisme
des ovins a compenser par augmentation de la synthése d’albumine. En 1’occurrence, aucune
différence n’a été observée entre les deux lignées en termes d’albumine, ni pendant la gestation

(p=0,34) ni au moment de 1’agnelage (p=0,93).

Au départ du projet aucune différence n’existait en termes de poids corporel entre les brebis des
deux lignées, cette absence de différence significative entre les lignées s’est maintenue tout au
long de la gestation et de la lactation. Aucune différence significative n’a été observée entre les
lignées quant au poids de portée estimé par soustraction entre la derniére pesée pré-agnelage et

la pesée suivant immédiatement I’agnelage (p=0,4).
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Figure 45 : Excrétion fécale d'oeufs de nématodes chez les brebis génétiquement sélectionnées pour

leur résistance (R) ou leur sensibilité (S) a l'infestation par Haemonchus contortus (°p<0,1 ; *p<0,05 ;
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p<0,01)
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Figure 46 : Hématocrite des brebis génétiquement sélectionnées pour leur résistance (R) ou leur
sensibilité (S) a Haemonchus contortus (°p<0,1 ; *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001).
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2) Effets de la ration sur les parametres sanguins
Les différentes rations utilisées au cours de cette expérimentation ont été calculées de facon a

étre iso-énergétiques, contenir la méme proportion de fibres et ne varier que pour le pourcentage
de couverture des besoins protéiques. Les analyses métaboliques réalisées sur préléevements
sanguins peuvent permettre d’objectiver la réelle différence induite par les rations que ce soit
concernant la balance énergetique avec le BOHB (Figure 47) ou protéique avec les protéines

totales sanguines (Figure 48), I’albuminémie (Figure 49) et I’urée sanguine (Figure 50).
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Figure 47 : Effet du taux de couverture des besoins protéiques de la ration sur la concentration sanguine
en béta-hydroxybutyrate (BOHB) pendant la gestation et au moment de la mise-bas. Les p-values
présentées sont issues de tests de Student entre rations a chaque date de prélévement.

Malgreé la présence d’une mesure largement supérieure aux autres parmi les individus recevant
la ration LP pendant la gestation il n’y a aucune différence statistiquement significative quant
a la concentration sanguine en BOHB a cette période. En revanche, au moment de la mise-bas
une tendance semble émerger avec une concentration sanguine plus importante en BOHB chez
les animaux recevant la ration HP que chez les animaux recevant la ration LP. Par ailleurs, seuls
les animaux recevant la ration HP présentent une différence significative entre les deux périodes
(p=0,002) avec une augmentation de la concentration en béta-hydroxybutyrate au moment de

la mise-bas.
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Figure 48 : Effet du taux de couverture des besoins protéiques de la ration sur la concentration
en protéines totales sanguines pendant la gestation et au moment de la mise-bas. Les p-values

présentées sont issues d 'un test de Student entre rations a chaque date de prélevement.
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Figure 49 : Effet du taux de couverture des besoins protéiques de la ration sur
[’albuminémie pendant la gestation et au moment de la mise-bas. Les p-values présentées

sont issues d'un test de Student entre rations a chaque date de prélevement.



La différence entre les concentrations en protéines totales sanguines entre les deux rations n’est
significative que sur le prélevement réalisé pendant la gestation. Aucune différence significative
n’a été identifiée entre les deux dates de préléevements quelle que soit la ration distribuée. Parmi

ces protéines I’albumine a été dosée et les résultats sont présentés en Figure 49.

L’albuminémie, qui peut parfois servir de critére diagnostique ou pronostique de I’infestation
parasitaire est significativement différente entre les deux rations lors du prélevement réalisé
au cours de la gestation. En revanche lors du prélévement réalisé a la mise-bas aucune
différence significative associée a la ration n’a été mise en évidence. L’albuminémie des
animaux recevant la ration HP ne différe pas entre les deux prélevements (p=0,28) tandis que
I’albuminémie des animaux recevant la ration LP a augmenté jusqu’a des valeurs subnormales
(375) et non significativement différentes de celle des animaux recevant la ration HP au

moment de la mise-bas.

L’urémie peut étre doseée pour évaluer I’excés d’apport protéique alimentaire en situation
d’équilibre entre les apports et les besoins énergétiques (Figure 48). En effet, c’est sous cette
forme que 1’azote excédentaire absorbé sous forme d’ammoniac au niveau du rumen est
transformé au niveau du foie (376). En cas de balance énergétique négative et de
néoglucogénese intense cette mesure peut étre faussée par 1’azote issu de la désamination des

acides aminés pour utilisation des squelettes carbonés.
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Figure 50 : Effet du taux de couverture des besoins protéiques de la ration sur [’urémie pendant
la gestation et au moment de la mise-bas. Les p-values présentées sont issues d 'un test de Student
entre rations a chaque date de prélevement.
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Les valeurs d’urémie relevées au cours de la gestation sont clairement distinctes pendant la
gestation avec des valeurs subnormales a normales chez les animaux recevant la ration LP et
des valeurs normales a légerement supérieures aux valeurs usuelles chez les animaux recevant
la ration HP (377).

3) Effet de la ration sur les paramétres de production
Les différences de masses corporelles entre les animaux appartenant aux différents groupes

sont représentées en Figure 49.
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Figure 49 : Impact de la couverture des besoins protéiques par la ration sur I'évolution de la masse
corporelle des brebis au cours de la gestation (A) et de la lactation (B) (°p<0,1 ; *p<0,05 ; **p<0,01 ;
***p<0,001).

Aucune différence significative n’a été observée entre les deux groupes avant la mise en place
des rations différenciées (jour -14 sur la Figure 49). En revanche dés le début de
I’expérimentation, alors que les animaux avaient regu une ration différente depuis une
semaine, des différences significatives sont apparues entre les animaux recevant la ration
couvrant 120% de leurs besoins protéiques et la ration congue pour couvrir 70% de ceux-ci.

Comme expliqué supra, la lignée n’a pas eu d’impact sur cette différence.

Une diminution de la différence entre les animaux recevant la ration HP et ceux recevant la
ration LP est survenue entre la fin de gestation et le début de lactation. Au cours de la lactation,

les différences se sont amenuisées jusqu’a ne plus étre significative a partir de J77.
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B) Etude de la communauté bactérienne ruminale

1) Résultats du sequencgage de I’ADN codant pour I’ARNr 168 des bactéries
ruminales
Les trois sequencages realises aux différentes périodes ont révélé 10 phyla bactériens en

proportions diverses mais toujours dominés par deux phyla majoritaires Firmicutes et

Bacteroidetes (Figure 50 et Figure 51).

Autres
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43%
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Fibrobacteres = Patescibacteria
Planctomycetes = Proteobacteria
Spirochaetes = Tenericutes

Figure 52 : Proportions relatives des différents phyla bactériens obtenus par séquencage des échantillons
prélevés sur les ovins avant la premiére infestation parasitaire.

Autres
10% 2%

Firmicutes
30%

0%

0%
= Actinobacteria Epsilonbacteraeota
Fibrobacteres = Patescibacteria
- Planctomycetes = Proteobacteria
Bacteroidetes . .
60% Spirochaetes = Tenericutes

Figure 51 : Proportions des différents phyla bactériens obtenus par séquencage de la combinaison des deuxiéme et
troisiéme prélévements réalisés sur individus infestés par Haemonchus contortus.
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La proportion relative de Bacteroidetes ne varie pas réellement entre les individus indemnes et
les individus parasités mais on constate une diminution de la proportion relative de Firmicutes
et une augmentation de la proportion relative des autres phyla, en particulier des Actinobacteria

qui représentent pres de 6% des bactéries des individus infestés.

La confrontation des données de séquencage avec la base SILVA (version 132) a permis
d’identifier les espéces de certaines séquences mais la majorité d’entre elles n’ont pas été

affiliées jusqu’a ce rang taxonomique (Tableau 11).

Tableau 11 : Affiliation des séquences obtenues sur ’ensemble des trois prélevements de contenu
ruminal.

Rang taxonomique Nombre de clades a ce | % de séquences non affiliées a
rang ce rang

Phylum 10 0

Classe 17 0

Ordre 27 0,02

Famille 47 0,16

Genre 263 0,63

Espéce 75 90,9

Les abondances relatives des phyla, classes et ordres ont été analysées a 1’aide du modele
linéaire mixte décrit en Figure 42. L’effet de la lignée n’est significatif que pour la classe des
Alphaproteobacteria (p<0,01) et en particulier pour 1’ordre des Sphingomonadales (p<0,01)
pour lequel on observe une augmentation dans la lignée sensible, en particulier lorsque les
animaux étaient nourris avec la ration LP. L’effet du niveau protéique de la ration est observé
pour la classe MVP-15 appartenant au phylum des Spirochaetes (p<0,1). La majeure partie de
la variation expliquée par le modele est attribuable a I’effet période qui affecte presque tous les

taxons (Tableau 13).

Des tests de Student réalisés au sein des différents jours de prélevement ont révélé une
différence significative dans les abondances relatives des Actinobacteria a J22 : ce phylum
représentait 8,72% des séquences des animaux nourris avec la ration LP et moins d’1% des
séquences des animaux nourris avec la ration HP. Les différences significatives pour les phyla
Patescibacteria et Planctomycetes concernent un nombre si restreint de séquence que leur

reproductibilité est a mettre en doute.
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Une différence significative émerge a J64 dans le phylum Proteobacteria entre les animaux
nourris avec la ration LP et ceux nourris avec la ration HP, cependant la largeur des écarts-types
invite a la prudence bien que les premiers aient six fois plus de Proteobacteria que les seconds

en proportion.

Tableau 12 : Proportions relatives des différents taxons bactériens en fonction du niveau protéique de
la ration et au cours des différents périodes de prélévement : Moyenne +/- (Ecart-type standard).

- J64
Pration Pration ‘ LP Pration
Actinobacteria 1,41 1,33 0,77 8,72 0,91 0,001 | 7,83 | 8,17 0,87
(1,1) (0,67) (11,64) (1,22) (7,86) | (6,05)
Bacteroidetes 54,13 52,53 0,36 59,47 63,62 0,28 53,00 | 57,85 | 0,05
(5,27) (6,64) (17,72) (7,4) (8,17) | (8,30)
Epsilonbacteria 0,01 0,01 0,21 0,02 0,01 0,25 |001 |001 |O0,50
(0,01) (0,02) (0,05) (0,02) (0,01) | (0,01)
Fibrobacteres 0,31 0,27 0,61 0,69 1,08 0,49 0,22 0,59 0,13
(0,28) (0,23) (1,59) (2,21) (0,29) | (1,07)
Firmicutes 42,24 44,17 0,28 28,64 32,66 0,11 33,97 | 32,08 | 0,42
(5,33) (6,62) (9,57) (7,36) (8,81) | (7,29)
Patescibacteria 0,12 0,13 0,58 0,01 0,04 0,002 | 0,08 0,02 0,23
(0,09) (0,06) (0,02) (0,04) (0,26) | (0,03)
Planctomycetes 0,03 0,03 0,64 0 (0) 0,02 0,012 | 0(0) | 0(0) | Non
(0,03) (0,02) (0,04) existante
Proteobacteria 1,13 0,95 0,44 0,80 0,57 0,17 | 456 |0,73 0,043
(1,0) (0,56) (0,78) (0,32) (9,37) | (0,96)
Spirochaetes 0,3 0,31 0,91 1,39 0,79 0,23 0,28 | 0,45 | 0,24
(0,16) (0,15) (2,47) (0,58) (0,37) | (0,57)
Tenericutes 0,33 0,27 0,20 0,26 0,30 0,72 0,05 |0,11 0,13
(0,19) (0,13) (0,45) (0,34) (0,07) | (0,17)

Tableau 13 : Significativité des différences d’abondances relatives des différents phyla entre

les périodes de prélévement.
JO vs J22 JO vs J64 J22 vs J64

Actinobacteria 0,016 1,9x10° 0,030
Bacteroidetes 0,00011 0,12 0,0085
Epsilonbacteria 0,27 0,10 0,046
Fibrobacteres 0,032 0,29 0,12
Firmicutes 1,2x1012 2x101%0 0,21
Patescibacteria 1,3x10 1t 0,0070 0,45
Planctomycetes 0,0066 2,4x1012 0,0085
Proteobacteria 0,013 0,13 0,061
Spirochaetes 0,0033 0,40 0,0087
Tenericutes 0,77 2,5x101° 1x10*
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2) Analyse multivariée de la communauté bactérienne ruminale
a) Analyse en Composantes Principales
L’ Analyse en composantes principales (PCA) des différents échantillons prélevés sur les brebis

révele que les deux composantes principales expliquent respectivement 16% et 5% de la
variabilité observée. L’utilisation graphique de couleurs pour repérer les échantillons permet de

mettre en évidence une absence de discrimination des échantillons prélevés sur les brebis de

lignées différentes (Figure 51).
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Figure 53 : Représentation graphique en deux dimensions de I'Analyse en Composantes Principales
réalisée a partir des échantillons en distinguant : (A) les lignées résistante et sensible ; (B) les rations ;

(C) les jours de prélévement.
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Les différents jours de prélevement sont clairement séparés par la PCA avec une différence
entre JO et les deux autres jours expliquée par la premiére des composantes principales et une

différence entre J22 et J64 expliquée par la deuxieme des composantes principales.

A JO et J64, la PCA ne permet pas de différencier les individus recevant la ration LP des
individus recevant la ration HP. En revanche a J22, les deux groupes sont séparés. Les brebis
recevant la ration HP semblent avoir un microbiote plus proche des brebis a JO a la fois d’aprées
la premiére et d’aprés la deuxiéme composante tandis que les brebis recevant la ration LP

semblent avoir une composition de 1’écosystéme bactérien ruminal plus proche de celle des

brebis a J64.

L’observation des composantes principales en PCA non parcimonieuse est peu révélatrice
puisque la variabilité est diluée entre les multiples termes composant la combinaison linéaire
de chaque composante principale. La réalisation d’une analyse parcimonieuse (SPCA) permet

de donner plus d’importance aux termes les plus explicatifs de la variabilité.

En I’occurrence, les clusters les plus explicatifs de la premiére composante sont en grande partie
des bactéries appartenant au phylum Firmicutes et aux familles Christensenellaceae,

Ruminococcaceae et Lachnospiraceae ce qui est en accord avec le Tableau 13.

Les clusters les plus explicatifs de la seconde composante appartiennent également pour la
plupart au phylum Firmicutes bien que 1’Analyse de Variance n’ait pas révélé de différence

entre les préléevements réalisés a J22 et a J64 pour ce phylum.

L’ Analyse en composantes principales ne permettant pas de maximiser la variabilité expliquee
par un des parametres expérimentaux, nous avons également réalisé une sPLS-DA qui, elle, le

permet.

b) Régression des moindres carrés partiels parcimonieuse
En sPLS-DA, a nouveau, la lignée et le niveau protéique de la ration ne permettent pas
d’expliquer la variabilité de la structure de la communauté bactérienne entre les individus. En
effet, 1’évaluation des performances des sPLS-DA utilisant comme paramétre discriminant la

lignée ou le niveau protéique donnent des taux d’erreur importants et une discrimination trés
faible.
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L’application de cette analyse a la discrimination des rations a J22 permet de faire ressortir
quelques clusters essentiellement dans la premiere composante qui est la plus discriminante
entre les deux rations (Figure 52). Les clusters majoritairement impliqués dans la premiere
des composantes appartiennent aux phyla Bacteroidetes (en particulier des Prevotallaceae),
Firmicutes (en particulier dans les familles Family XI1I, Lachnospiraceae et
Ruminococcaceae) et Proteobacteria, le cluster portant la plus grande part de variabilité

appartenant a la famille des Desulfovibrionaceae au sein de ce dernier phylum.

. @

X-variate 2. 3% expl. var
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Figure 54 : Régression des moindres carres partiels parcimonieuse discriminante sur les données
de séquencage obtenues a partir du prélevement réalisé a J22 et discriminée sur la ration
distribuée.

3) Etude de la diversité bactérienne
L’analyse du nombre de s€quences obtenues par séquengage révele une différence significative
entre les trois jours de prélevements avec une augmentation du nombre de séquences moyen au
cours de I’expérimentation. Ainsi en moyenne, pres de 15 000 sequences ont été récupérées a
JO, prés de 20 000 a J22 et environ 22 000 a J64 (Figure 53).
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Au contraire, la richesse spécifique des échantillons diminue au cours du temps. En effet,
davantage de clusters différents ont été observés a JO, en dépit du nombre de séquences réduit
qu’a J22 ou J64. Les richesses spécifiques de ces deux derniers jours de prélevement ne

different pas statistiquement (Figure 53).
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Figure 55 : (A) Nombre de séquences obtenues par séquencage a JO, J22, J64 ; (B) Richesse des échantillons
prélevés a JO, J22, J64. Les étoiles représentent les moyennes, V*p>0,1 ; ***p<0,001.

Du fait de ces résultats, les analyses concernant la lignée ou le niveau de couverture des besoins
protéiques par la ration seront réalisées au sein de chaque jour de prélévement et pas en temps
qu’effet global sur I’intégralité de I’expérimentation. En premiere période 1’indice de Gini-
Simpson est approximativement €gal a 1. Il diminue au cours de I’expérimentation a I’instar de
la richesse avec des valeurs significativement différentes a chaque jour de prélévement. En
revanche, au sein des jours de prélévement la lignée n’a pas d’impact significatif sur I’indice

de Gini-Simpson (Figure 54) ni sur I’indice de Shannon (non représent¢).
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Figure 56 : Indice de Gini-Simpson en fonction de la lignée des individus prélevés.
(“*p >0,1; **p<0,01 ; ***p<0,001).

Deux échantillons, I’un a J22 et I’autre a J64, tous deux appartenant a la lignée sensible et au
groupe LP ont des valeurs d’indices de Gini-Simpson (Figure 54 et Figure 55) et de Shannon
(non présent€) sensiblement inférieurs a celles des autres échantillons. L’examen du nombre de
séquences obtenues dans ces échantillons ne révele pas de différence particuliére et la richesse
spécifique de ces échantillons bien qu’inférieure a la moyenne n’est pas la richesse minimale
observée et ne dénote pas statistiquement des autres. Cette différence s’explique par conséquent
par la répartition des séquences avec une équitabilité réduite pour ces échantillons avec
respectivement 69% et 70% des clusters représentés par un cluster pour la valeur isolée a J22
(69% pour un cluster appartenant au genre Prevotella 1, espéce non identifiée) et 2 clusters pour
la valeur isolée a J64 (37% pour un cluster appartenant au genre Succinivibrio, espéce non
identifiée et 33% pour un cluster appartenant au genre Prevotella 1, espece non identifiee).
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Figure 57 : (A) Indices d'alpha-diversité en fonction de la couverture des besoins proteiques par
la ration : (A) Indice de Shannon, (B) Indice de Simpson.

Les indices de Shannon et Simpson donnent approximativement les mémes résultats. Aucune
différence n’est observée a JO alors que les animaux recevaient leurs rations respectives depuis
une semaine environ. A J22, les animaux recevant une ration plus riche en protéines présentent
une alpha-diversité ruminale plus importante que les animaux recevant la ration LP et cette
différence est plus marquée encore avec 1’indice de Shannon qu’avec 1’indice de Simpson. A
J64, au contraire, les animaux recevant la ration HP presentent une alpha-diversité ruminale
inférieure a celle des animaux recevant la ration LP. Cette différence est statistiquement moins
significative et la grande variabilité au sein des groupes ainsi que la présence de plusieurs

valeurs isolées incitent a la prudence.
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C) Etude des métabolites microbiens du contenu ruminal

1) Concentration ruminale en azote ammoniacal
La concentration en azote ammoniacal (N-NH3) dans le contenu ruminal est significativement

différente entre les périodes (p<0,001) et entre les rations (p<0,01). L’interaction de ces deux
parametres est elle-aussi significative (p<0,001) dans le modéle développé en Figure 42. La

lignée quant a elle n’a pas d’effet sur la concentration ruminale en N-NH3.

A J0, aucune différence n’est observée entre les 4 groupes. Lors des deux prélévements
suivants, deux groupes se separent clairement (Figure 56) avec une augmentation de la
concentration en N-NH3 dans le rumen des animaux nourris avec la ration HP par rapport aux

animaux nourris avec la ration a J22 et, dans une moindre mesure a J64.
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Figure 58: Concentration en ammoniac (mg N-NH3/L) dans le rumen de brebis péri-
parturientes en fonction de leur lignée (résistante (R) ou sensible (S) aux helminthes) et du
niveau protéique de leur ration (120% des besoins (HP) ou 70% (LP)). (HP vs LP :
***n<0,001 ; **p<0,01 ; p >0,1)
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2) Concentration en acides gras volatils dans le contenu ruminal
L’analyse statistique de la concentration en AGV ne permet pas de mettre en évidence une

difference quelconqgue entre les deux lignées.

En revanche, elle montre une diminution significative au cours du temps de la concentration
totale de ceux-ci (Figure 57). Cette diminution de la concentration des AGV est présente pour
tous les éléments dosés a I’exception du valérate, de 1’isovalérate, et de I’isobutyrate, acides
minoritaires, dont les concentrations augmentent en deuxieme période dans le contenu du

rumen des animaux (Figure 58).
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Figure 59 : Evolution de la concentration molaire (mmol/L) en AGV totaux dosés par
chromatographie en phase gazeuse en fonction du jour de prélévement (***p<0,001).
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Figure 60 : Evolution de la concentration molaire en différents AGV dosés par chromatographie en
phase gazeuse en fonction du jour de prélevement. Deux périodes different significativement
(p<0,05) si deux lettres différentes leur sont attribuées.
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Un effet du niveau protéique de la ration a été mis en évidence sauf pour ’acétate (Tableau 14).
L’interaction entre le niveau protéique de la ration et la date de prélévement est également
significative pour tous les AGV sauf I’acétate. Ainsi, les acides gras a chaine courte ramifiée
présentent une légére diminution de concentration au cours du temps pour le groupe recevant
une ration LP tandis que dans le groupe recevant la ration HP, les concentrations en ces acides
gras sont augmentées a J22 (fin de gestation). Les concentrations en valérate dans le rumen
augmentent au cours du temps chez les brebis avec la ration HP alors que les concentrations en
cet acide gras sont augmentées a J22 (fin de gestation) pour les brebis recevant la ration LP,
conduisant a une différence significative entre les rations LP et HP uniquement a J22.

Tableau 14 : Significativité des différents paramétres du modéle mixte appliqué aux proportions
molaires des AGV dosés par chromatographie (***p<0,001), **p<0,01, *p<0,05, NSp>0,05).

Niveau protéique de | Période Niveau Protéique x Période

la ration
Acétate NS NS *kok NS
Propionate NS * —— *
Butyrate NS . -y *
Valérate NS *x * i
Isobutyrate NS *kk o~ s
Isovalérate NS *okk e s

Pour étudier si les variations de concentrations molaires en AGV ont un retentissement sur le
profil en AGV dans le contenu ruminal, les proportions molaires des différents acides gras

volatils ont été calculées et analysées. Les interactions ont été représentées dans la Figure 59.

Tableau 15 : Significativité des différents paramétres du modéle mixte appliqué aux proportions
molaires des AGV dosés par chromatographie (***p<0,001), **p<0,01, *p<0,05, "*p=>0,05).

Niveau protéique Période Interactions

de la ration

Acétate NS NS ol NS

Propionate NS faleled kel Niveau protéique x Période = ***

Butyrate NS * NS NS

Valérate NS ikl xx Niveau protéique x Période = **
Lignée x Niveau protéique x
Période=*

Isobutyrate NS *x okl NS

Isovalérate NS kel HAK Niveau protéique x Période = *

156



M N
<
2 = % o *%
3 S
@ 5
< @ NS | B S >
& ° DE
F& o
w - g
N
<
w w
JO J22 J64 Jo 122 164
[Ty}
R c = D
@ * NS
L o
5 5 o
5 o z
= o
7 * s
= [Ts] NS P
75}
< N
JO J22 J64 Jo J22 J64
nsE F
C:! [Te]
L % Fkk *
5 o o =]
& T o
= w 8
= o =
° L e
< -
[en]
o N
JO J22 J64 JO J22 Je4
Lp — HP

Figure 61 : Evolution des proportions molaires (%AGYV totaux) des acides gras volatils & JO, J22 et
J64(3) en fonction du niveau protéique des rations avec lesquels les animaux sont nourris, respectivement
une couverture de 120% (HP) et 70% (LP) du besoin PDI : (A) Acétate, (B) Propionate, (C) Butyrate, (D)
Isobutyratee, (E) Valérate et (F) Isovalérate (***p<0,001), **p<0,01, *p<0,05, p<0,1, **p>0,1).

La lignée n’a pas d’effet sur les profils en AGV des contenus ruminaux a 1’exception du
paramétre d’interaction Lignée x Niveau Protéique x Période pour le valérate (Tableau 15).

Le niveau protéique de la ration a un effet significatif sur la proportion des AGV dans le rumen
en particulier a J22. Les proportions de propionate et de valérate sont légérement plus
importantes chez les animaux recevant la ration LP que chez les animaux recevant la ration HP.
Pour les autres AGV, les proportions chez les animaux recevant la ration LP sont plus faibles
que chez ceux recevant la ration HP (Figure 59).
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La concentration absolue en acétate est divisée par trois au cours de I’expérimentation (Figure
58) ce qui a pour effet de diminuer de facon significative sa proportion (Figure 59).
L’isobutyrate, le valérate et I’isovalérate, quant a eux, voient leurs proportions augmenter au
cours du temps. L’interaction entre le niveau de protéines de la ration et la période de
prélevement est moins marquée que pour les concentrations absolues.

Enfin, le rapport C2/C3 (c’est-a-dire acétate/propionate) chute fortement entre JO et J22
(p<0,001) puis se stabilise entre J22 et J64 (p>0,1) (Figure 60).
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Figure 62 : Evolution du rapport acétate/propionate (C2/C3) a JO,, J22 et

J64 en fonction du niveau protéique des rations avec lesquelles les animaux
sont nourris (***p<0,001 ;°>p<0,1 ; ¥p>0,1).

V)  Discussion

A) Validation du modeéle expérimental
1) Divergence des lignées
Les différences observées en matiére d’excrétion fécale d’ceufs et d’hématocrite valident la

divergence des deux lignées et par conséquent la réussite de la sélection génétique. L’apparition
des premiers ceufs a J22 quelle que soit la lignée est coherente avec la littérature.
En effet, d’aprés Dakkak et Dorchies (1984), la période prépatente (c’est-a-dire la période
séparant 1’ingestion de larves infestantes et 1’excrétion des premiers ceufs) d’Haemonchus

contortus peut étre de 16 jours (42) mais la majorité des études decrivent une période prépatente
de 17-21 jours (44, 45).
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Il semble que les deux lignées ne divergent pas immédiatement et la différence entre les brebis
sensibles et résistantes en termes d’excrétion fécale d’ceufs n’est significative qu’a partir du
56°™ jour aprés infestation, de méme que la différence d’hématocrite. La plupart des études sur
la réponse de 1’hdte au parasitisme par Haemonchus contortus utilisent un nombre de larves
infestantes bien supérieur au nétre (42) et on peut imaginer qu’il a fallu plusieurs infestations
successives pour déclencher une réponse différente des animaux et donc pouvoir différencier
les deux lignées par rapport a celle-ci. L hématocrite des brebis résistantes remonte plus
rapidement apres arrét des infestations que celui des brebis sensibles, et les nombres d’ceufs
maximal (respectivement 6000 ceufs par gramme et 4000 ceufs par gramme) et au palier
(respectivement 4000 ceufs par gramme et 2000 ceufs par gramme) sont tous deux plus faibles

chez les brebis résistantes que chez les brebis sensibles.

2) Divergence de ration
Les analyses sanguines ont été réalisées a J19, soit 4 semaines aprés 1’introduction de la

premiére ration différenciée entre les groupes et a I’agnelage alors que les animaux

consommaient la deuxiéme ration présentée dans le Tableau 9.

Les différents parameétres sanguins mesurés comme reflets de I’apport alimentaire de protéines
montrent une différence plus importante entre les deux rations au premier prélévement qu’au
second. En particulier les résultats significatifs (p<0,05) a tres significatifs (p<0,001)
concernant les protéines totales et I’albumine en premiére période ne le sont plus au second
prélevement. L’urémie, quant a elle, permet encore de différencier les deux rations lors du

second prélévement.

La principale hypothése explicative de ce phénomene est la restriction moins importante en
protéines de la deuxiéme ration par rapport a la premiére avec une couverture de 83% des
besoins protéiques estimés par le systeme INRA 2007 (227) dans la ration correspondant au
second prélévement contre 72% pour celle correspondant au premier prélevement (Tableau 9).
Ainsi, ’albuminémie étant relativement bien régulée physiologiquement, une carence moindre

peut résulter en sa normalisation (377).

L’amoindrissement de I’écart d’apport entre les deux rations explique le chevauchement des
valeurs d’urémie observés au second prélévement, ¢’est-a-dire a la mise-bas, sur la Figure 48.
Cependant, cet amoindrissement est moins important que pour les autres paramétres. Cela tient
au fait que les apports en protéines digestibles dans I’intestin (PDI) calculés pour les rations LP

et HP ne dépendent pas du méme facteur limitant, respectivement les protéines digestibles dans
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I’intestin permises par 1’énergie de la ration (PDIE) pour la ration HP et les protéines digestibles
dans I’intestin permises par 1’azote de la ration (PDIN) pour la ration LP (227). Ainsi I’excés
d’azote de la ration HP est absorbé sous forme d’ammoniac et métabolisé en urée au niveau du

foie résultant en une augmentation de 1’urémie aux marges hautes des valeurs usuelles (377).

L’absence de différence concernant la concentration sanguine de béta-hydroxybutyrate a J19
est un bon moyen de se rendre compte que les rations sont iso-énergétiques. La légeére
augmentation du béta-hydroxybutyrate au moment de la mise-bas pour les animaux recevant la
ration HP peut étre due a la mobilisation de la graisse sur des animaux plus en état, par exemple

pour la synthése d’urée a partir de I’excés ammoniacal sanguin.

B) Etude de la communauté bactérienne ruminale
Ni I’analyse en composantes principales parcimonieuse, ni la régression PLS discriminante

parcimonieuse ne sont parvenues a mettre en évidence une différence de communauté
bactérienne ruminale entre les animaux des deux lignées. Les indices de Shannon et de Gini-
Simpson calculés a partir des données de séquengage n’ont pas non plus permis d’identifier de

différence entre les deux lignées

SiI’analyse en composantes principales n’a pas permis de distancier réellement les deux rations,
elle a permis de montrer une légere différence au prelevement réalisé a J22. Cette différence
essentiellement visible sur la composante 1 de la Figure 52. Par ailleurs ’utilisation des indices
d’alpha-diversité révele une différence significative entre les deux rations a J22 et J64 mais pas
a JO. Deux paramétres peuvent expliquer 1’absence de différence d’alpha-diversité entre les
deux rations a JO. D’une part, les brebis n’avaient une ration stabilisée que depuis une semaine,
contrairement aux trois semaines souvent requises pour obtenir une stabilisation du microbiote ;
d’autre part, la gestion d’un €pisode d’acidose ruminale suite a la mise au DAC, par I’adjonction

de foin et de carbonate de sodium, a altéré la différence entre les deux rations au démarrage.

La ration des animaux ayant été adaptée a J19, les résultats obtenus a J22 sont a la fois
représentatifs de la premiére ration distribuée aux animaux et de la deuxieéme qu’ils recevaient
alors depuis 3 jours. A J22, les animaux recevant la ration HP présentent une alpha-diversité
ruminale plus élevée que celle des animaux recevant la ration LP et cette différence est plus
importante en prenant en compte I’indice de Shannon que 1’indice de Gini-Simpson ce qui tend
a laisser penser qu’elle est imputable a des clusters présents en faible abondance comme
expliqué dans la Partie 2 au 1.C.3.b.ii. L’étude de Belanche (2012) montre également une

tendance a la diminution de la diversité microbienne lorsque les animaux regoivent une ration
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pauvre en protéines et en fibres ce qui est ici observe a J22 (378) cependant la faible quantité
d’articles traitant de la diversité bactérienne en fonction du niveau protéique de la ration ne
permet pas d’affirmer avec certitude cette tendance. Par ailleurs, on observe une inversion de
cette différence au dernier jour de prélévement (J64) pour lequel 1’alpha-diversité des
échantillons de contenu ruminal prélevés sur les animaux recevant la ration HP est inférieure a
celle des échantillons prélevés sur les animaux recevant la ration LP. Cette inversion est
probablement due a la diminution de la diversité pour la ration HP entre J22 et J64 beaucoup
plus modérée. L’ importante variabilité des alpha-diversités en troisiéme période pour la ration
HP incite a étre prudents quant a 1’interprétation qu’on peut faire de la différence entre les
rations, si significative soit-elle et il semble que les alpha-diversité a J64 soient assez

comparables entre les rations.

La littérature est en accord avec notre étude concernant la diminution de la diversité
microbienne lors du passage d’une ration riche en fourrages a une ration plus riche en
concentrés (378). De plus, les taxons majoritaires identifiés a la suite du séquencage sont en
accord avec les données de la littérature notamment avec la méta-analyse de Henderson et al
(2015) mettant en évidence que si les régimes et les milieux influent sur la composition
bactérienne du rumen, les phyla majoritaires sont relativement constants, méme entre

différentes espéces de ruminants (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria) (328).

Une analyse approfondie des différents effets fixes aux échelles Phylum/Classe/Ordre révéle
une différence significative d’abondance relative entre les deux lignées uniquement pour la
classe des Alphaproteobacteria et plus particuliérement pour 1’ordre des Sphingomonadales
mais de nombreuses interactions existent également pour ces deux phyla rendant difficile
I’interprétation de 1’effet lignée. La majorité des phyla analysés sont en proportions
significativement différentes selon le jour de prélévement, ce qui peut s’expliquer par les
changements de rations opérés, rendus obligatoires par I’évolution du stade physiologique des
animaux. En effet, une ration plus riche en concentrés a tendance a favoriser les bactéries
amylolytiques et on observe souvent une diminution des Firmicutes et Fibrobacteres au profit
des Bacteroidetes et Proteobacteria lors de la transition d’une ration riche en fourrage a une
ration riche en amidon (328, 378, 379). Ces résultats ont également été observés dans notre
étude avec un basculement notable des Firmicutes vers les Bacteroidetes (Figure 49) et une
augmentation marginale mais marquée chez certains individus des Proteobacteria. La

proportion de Fibrobacteres est restée constante contrairement a 1’évolution attendue.
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Un effet du parasitisme pourrait également étre mis en cause dans les modifications des
abondances relatives des bactéries dans le contenu ruminal. En effet, a JO les animaux n’étaient
pas parasités tandis qu’a J22 et J64 ils avaient recu respectivement 2 et 8 doses infestantes.
Cependant la littérature ne semble pas indiquer que le parasitisme soit a I’origine d’une
modification d’alpha-diversité (365) bien qu’il puisse étre a 1’origine de modifications de
I’environnement ruminal notamment d’une hausse de pH (364). L’augmentation des
Actinobacteria rapportée dans la littérature en association avec le parasitisme (359, 366) a été
retrouvée dans notre étude. Sans témoin négatif au parasitisme, 1’effet de celui-Ci ne peut étre
clairement identifié et caractérisé et restera confondu avec 1’évolution du stade physiologique

des animaux et des rations qui s’y adaptent.

C) Etude des métabolites microbiens du rumen
La sélection génétique sur la résistance aux helminthes n’a pas eu d’influence sur les

fermentations ruminales des brebis. En effet, quelle que soit leur lignée, les brebis présentent
une concentration en N-NH3, une concentration en AGV totaux et un profil en AGV similaires.
La période de prélevement a eu une importance significative et quantitativement importante sur
les paramétres fermentaires du rumen des brebis. Les effets observés étaient attendus et sont
pour la plupart explicables par les rations distribuées et nécessairement adaptées au stade

physiologique des animaux.

L’¢étude du rapport C2/C3, c¢’est-a-dire acétate/propionate, est un reflet de 1’activité microbienne
plutét amylolytique (favorisant la production de propionate a partir de glucides cytoplasmiques)
ou fibrolytique (favorisant la production d’acétate a partir de glucides pariétaux). On s’attend
donc, en observant la répartition fourrages/concentrés dans les trois rations distribuées aux
animaux a constater une diminution de ce rapport a mesure que la part des concentrés augmente
en période 2 et 3. Ainsi, la diminution de la proportion relative d’acétate au profit du propionate
est concomitante avec le passage d’une ration contenant 41% de fourrages a une ration
contenant seulement 27% de fourrages. Penner et al. (380) ont également mis en évidence une
diminution du rapport C2/C3 de 3,98 dans une ration a faible teneur en concentrés (8% de la
matiére seche) a 2,36 dans une ration contenant beaucoup de concentres (64% de la matiere
seche ingerée). 1l est admis que la proportion des fibres dans une ration est directement corrélee
avec le rapport acétate/propionate (C2/C3). Outre 1’augmentation de la part de glucides
fermentescibles dans les rations riches en concentrés, la dégradabilité de I’amidon d’orge est
¢levée si bien qu’un pic d’AGV survient plus rapidement aprés repas, contribuant a une

acidification du rumen qui sélectionne les bactéries amylolytiques. La taille des particules est a
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prendre en compte également. En effet, une ration plus fibreuse est a 1’origine d’une salivation
plus importante et donc d’un apport plus important de salive contenant des substances tampon
dans le rumen. On peut donc supposer que la diminution de la proportion de fourrages au profit
de concentrés sera responsable d’une acidification ruminale par ces différents moyens. Le pH

ruminal n’ayant pas été mesuré, cette explication reste une hypothese.

On aurait pu s’attendre a ce que 1’augmentation de 1’ingestion liée au changement de stade
physiologique des animaux se retrouve au niveau des concentrations ruminales en produits de
fermentation puisque une augmentation de la matiére organique ingérée implique souvent une
augmentation de ces produits surtout si la ration s’enrichit en glucides fermentescibles (381).
Cependant, la diminution de la concentration en AGV totaux au cours du temps peut étre
expliquée par plusieurs paramétres dont le principal est inhérent a la manipulation, les
prélevements n’ayant pas été réalisés au méme moment par rapport au dernier repas. A J22 les
animaux sont restés a jeun une heure de plus qu’a JO (entre 13 et 14 heures en moyenne). A
J64, une heure supplémentaire de jeline est venue s’additionner. Le phénoméne d’absorption
des AGV dans le rumen est un processus complexe. Comme tout phénomene de diffusion il
dépend d’un gradient, ici un gradient rumen/sang, qui peut &tre plus important si la
consommation d’aliment augmente comme dans le cadre de 1’augmentation de la capacité
d’ingestion en début de lactation et si I’aliment est plus concentré. Il dépend également des
capacités absorptives, ¢’est-a-dire de la surface d’absorption et du nombre d’unités absorptives,
a savoir les papilles ruminales. De fait on peut imaginer que pendant la premiere période de
prélevement, soit 8 jours apres ’instauration d’une ration riche en concentrés, les animaux
n’avaient pas encore atteint leur capacité maximale d’absorption — le développement des
papilles ruminales étant un phénomene adaptatif assez long (382) — ce qui pourrait expliquer
une concentration en AGV plus importante a JO par rapport a J22 et J64. Enfin il dépend de la
forme sous laquelle se trouve la molécule que I’on souhaite faire diffuser, de son caractére

ionique, de sa taille, de son hydrophilie.

Ainsi d’autres paramétres ont pu influencer 1’absorption des AGV et contribuer aux différences
observées. Le stade physiologique des animaux a pu avoir un effet sur leur capacité d’ingestion
et sur le métabolisme épithélial (261, 381). Le parasitisme et le changement de ration,
notamment la modification de la proportion de fourrages et de concentrés, ont pu entrainer une
modification du pH ruminal (380) qui peut étre a 1’origine de modifications morpho-
anatomiques du rumen avec par exemple une augmentation de la surface d’absorption, un

développement plus important des papilles ruminales (381, 382), une augmentation de la
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fraction d’AGV absorbés par unité de temps a la fois par augmentation de la proportion de la
forme protonée qui diffuse passivement suivant le gradient de concentration (383, 384) mais
aussi par I’augmentation des échanges antiport entre les formes ionisées des AGV et des
monocarbonates (385, 386). Certaines modifications au niveau du profil en AGV sont
explicables par le fait que la fraction d’absorption d’une molécule dépend de son ionisation
(donc du pH) et de la longueur de la chaine carbonée (381). Cependant les différences observées
entre les deux niveaux protéiques a I’échelle de chaque AGV ne devraient pas étre expliquées
par ces parametres puisqu’en dehors des apports protéiques, la proportion de fourrages est la
méme et le stade physiologique des brebis aussi. Une hypothése concernant I’augmentation des
concentrations molaires en isovalérate, valérate et isobutyrate dans le groupe ayant regu une
ration couvrant 120% des apports en protéines est que ces acides proviennent de la désamination
des acides aminés, notamment ceux ramifiés, par les bactéries lorsque les glucides viennent a
manquer dans le rumen (387). Ce résultat a en effet été retrouvé également dans 1’étude de
Higginbotham et al en 1989 sur des vaches laitiéres recevant des rations plus ou moins riches
en protéines (388) et plus réecemment par Belanche en 2012 (378). Il est également envisageable
que des changements de proportions de bactéries amylolytiques (souvent protéolytiques) et
fibrolytiques (réalisant plutot la protéosynthése a partir d’ammoniac) puissent impacter le
recyclage des acides gras a chaine courte ramifiée, résultant en une augmentation concomitante
de ces acides et du N-NH3.

La premiére période de prélevement ne révele pas de différence significative entre les deux
rations distribuées aux animaux que ce soit au niveau des AGV ou du N-NH3. Cette absence
de différence entre les régimes a JO peut s’expliquer par le remplacement de la paille par du
foin dans la ration suite a un épisode d’acidose survenu aprés la mise des brebis au distributeur

automatique de concentrés faussant les rations pendant les premiers jours.

Par la suite, comme attendu, les brebis nourries avec une ration couvrant 120% des apports
recommandés en protéines ont présenté une concentration supérieure en N-NH3 dans leur
rumen et ce indépendamment de la lignée a laquelle elles appartenaient. Cet effet est a la fois
dd a un apport plus important de PDI et a une limitation des PDI par les PDIN chez les animaux
recevant la ration LP et par les PDIE chez les animaux recevant la ration HP (sauf en troisieme
période). En effet, schématiquement, lorsqu’on augmente la différence PDIN-PDIE, on donne
de I’azote qui ne permettra pas de synthése protéique par les bactéries donc on augmente la
concentration en N-NH3 du rumen. On peut aussi émettre 1’hypothése que les brebis recevant
les rations de fin de gestation (J22) et début de lactation (J64), plus riches en concentrés ont
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inhibé les bactéries fibrolytiques, consommatrices du NH3 produit par les bactéries
amylolytiques. Cette hypothése est soutenue par les rapports C2/C3 observés, cohérents avec
une communauté bactérienne plutdét amylolytique (379). Le fait que les préléevements aient été
réalisés plus ¢éloignés du dernier repas a J64 qu’a J22 a pu permettre aux bactéries d’utiliser
I’azote dans une plus ample mesure ¢également, quelques études ayant montré une
désynchronisation entre les apports énergétiques et 1’utilisation d’azote lors de la consommation

de rations riches en amidon (378).

Conclusion :

La sélection génétique pour la résistance & Haemonchus contortus a eté efficace tant du point
de vue de la résistance que de la résilience au parasite. En revanche, elle n’a pas eu d’effet sur
le microbiote ruminal ni sur ’activité de celui-ci mesurée par dosage des produits bactériens

principaux, a savoir les AGV et le N-NH3.

Ces résultats suggerent une absence d’effet de la lignée sur I’efficacité de la digestion ruminale
des animaux, les quantités d’AGV (représentant pres de 70% de I’énergie obtenue par digestion)
et de N-NH3 ne différant pas en fonction des lignées. Comme nous nous y attendions, la période
de prélevement a eu l’effet le plus important et cela est imputable en grande partie aux

changements de rations imposés par 1’évolution du statut physiologique des brebis.

L’ajout d’un témoin négatif a 1’infestation parasitaire aurait pu permettre de comparer les
animaux infestés et non-infestés des deux lignées pour déterminer la part de variation
attribuable au parasitisme au sein des multiples facteurs de variation entre les périodes de

prélevement qui affectent grandement le microbiote ruminal.

L’analyse des paramétres zootechniques sur les performances des brebis en termes de
croissance des brebis primipares, de poids des agneaux a la naissance et de leur croissance en
période d’allaitement permettront de vérifier I’impact de la sélection génétique opérée sur
I’efficacité alimentaire des animaux, et objectiver un éventuel effet de la sélection génétique
au niveau métabolique. L’ investigation de la réponse immunitaire des animaux pourra
permettre de savoir si les différences de performances observées sont explicables par un

« colt métabolique » de la lutte contre le parasite au niveau immunitaire.
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Annexes :

Annexe 1:
Période Rations 120%  des | Rations 70% des apports
Composition | apports recommandés | recommandés en PDI (LP)
en PDI (HP)
4 semaines avant Orge (45,6)
_ - . Orge (83,4)
Mlse,-Bas Ingrédients | Tourteau de soja 48% Tourteau de soja 48% (1,1)
(durée : 31 | des (48,5) AMV VISEO ZP (1,5)
jours) concentres | AMV VISEO ZP (1) | g o nates @
(%MB) Bicarbonates (1,9) Liant (3
Liant (3) lant (3)
2 semaines avant Orge (67,4)
> " . Orge (89,6)
0,
Mise-Bas Ingrédients | Tourteau de soja 48% Tourteau de soja 48% (5,6)
(durée : 14 | des (27.9) AMV VISEO ZP (0,7)
jours) concentrés | AMV VISEO ZP (0.6) | pir ponates (1,1) ,
(%MB) Bicarbonates (1,1) . ’
Liant (3) Liant (3)
Début de Orge (75,2)
_ . . Orge (94,4)
0,
Lactation Ingrédients | Tourteau de soja 48% Tourteau de soja 48% (0)
(durée : 42 | des (19,5) AMV VISEO ZP (1,4)
jours) concentrés | AMV VISEO ZP (L1) | gir ponates 1,2) ,
(%MB) Bicarbonates (1,2) ’

Liant (3)

Liant (3)
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Annexe 2 :
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Résumé :

Dans un contexte de développement de 1’haemonchose ovine dans les €élevages européens et
d’apparition rapide de résistances aux anthelmintiques apres leur mise sur le marché, de
nouvelles méthodes de lutte contre 1’infestation parasitaire par Haemonchus contortus, parasite
hématophage de la caillette, et contre ses consequences pathologiques doivent étre envisagées.
Parmi ces méthodes, la nutrition et la sélection génétique semblent toutes deux prometteuses.
L’objectif de cette étude était d’évaluer 1’éventuel impact de la sélection génétique pour la
résistance a Haemonchus contortus et de différents niveaux d’apports alimentaires de protéines
sur la structure de la communauté bactérienne ruminal et sur I’activité microbienne ruminale.
Pour cela, des séquengages et des analyses d’acides gras volatils et d’azote ammoniacal ont été
effectuées des prélevements réalisés en fin de gestation et en début de lactation sur des brebis
infestées par Haemonchus contortus. Une différence de communauté bactérienne a été mise en
évidence entre les animaux non infestés en milieu de gestation et les animaux infestés en fin de
gestation et lactation avec une modification différée par I’augmentation de 1’apport en protéines
par la ration. Le niveau de couverture des besoins protéiques par la ration a également été a
I’origine de modifications des concentrations des métabolites étudiés. Les deux lignées sensible
et résistante n’ont pas présenté de différence de structure de la communauté bactérienne ou de
son activité au cours de 1’étude.

Mots-Clés : Haemonchus contortus, rumen, microbiote, séléction génétique, nutrition.

Abstract:

While ovine haemonchosis is quickly emerging in European farms concomitantly with the
development of resistance to anthelmintic molecules soon after their release on the market, new
ways of struggling against the infection by a hematophagous parasite of the ruminants’
stomach: Haemonchus contortus and against its pathological consequences should be
considered. The aim of the present study was to evaluate the potential impact of the genetic
selection for the resistance of sheep to Haemonchus contortus and of different dietary levels of
proteins on the bacteria in the rumen and their activity. Sequencing and Volatile Fatty Acid and
Ammonia dosages were done on ruminal samples collected from ewes while they were pregnant
and while they were lactating. Bacterial communities were different between infected mid-
gestation ewes and end-gestation and lactating ewes. The modification seemed to have been
delayed by an increase in dietary protein. The difference in protein needs coverage also had an
influence on the concentrations of the measured metabolites. The bacterial communities of the
rumen did not differ between the sensitive and the resistant lineages throughout the study.

Keywords: Haemonchus contortus, rumen, microbiote, genetic selection, nutrition.
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