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INTRODUCTION

Les infections mammaires ont une importance majearélevage laitier, tant sur le
plan sanitaire qu'économique. De nombreuses meglgesiaitrise ont déja été mises en
ceuvre dans les élevages, notamment des mesurexiatiques adaptées aux différentes
especes laitieres : bovine, caprine ou ovine. Néamsn ces mesures ne sont pas toujours
suffisantes et l'incidence des mammites reste dgobent élevée. La possibilité d’intervenir
plus en amont, sur la génétique méme de l'aninsdl,m@intenant envisagée. En effet, la
sélection génétique est déja largement utiliséeékmvage : elle a permis notamment
d’améliorer les performances de production (Doddal.e 2007; Haenlein, 2007), mais aussi
la résistance a certaines maladies, comme par égdenpremblante chez les ovins (Bishop
and Morris, 2007). Il semble donc naturel de vauk®lectionner des animaux pour une

meilleure résistance aux mammites, du moins d'efuév la faisabilité.

Dans ce but, une sélection indirecte, basée swoeptages de cellules somatiques
(CCS) dans le lait a été mise en place chez legants laitiers (Barillet, 2007; Bishop and
Morris, 2007; Dekkers et al., 1994; Rupp and Baidh2003; Shook and Schutz, 1994). Une
equipe de I'Institut National de la Recherche Agnmimgue (INRA) a crée, par sélection
divergente, deux lignées de brebis dont la seitsildux mammites est tres différente. Une
fois la faisabilité de cette sélection démontréee guestion fondamentale se pose : la
sélection génétique qui permet d’améliorer la tasise aux infections mammaires des brebis
induit-elle une détérioration de la capacité deonfye des animaux a d’autres maladies, dont
'importance en élevage peut étre tout aussi dapitdJne premiére étude a montré que la
résistance des brebis au parasite digésiémonchus contortug’a pas été altérée par la
sélection. Nous souhaitons évaluer maintenantefeffe cette sélection sur la réponse

immunitaire des brebis vis-a-vis deoxoplasma gondii

Il est important d’étudier la toxoplasmose, d’uretpcar il s’agit d’'une zoonose
majeure, d’autre part parce qu’elle a une impoeagmonomique tres significative en élevage
ovin puisqu’elle provoque I'avortement. En outtegxiste des similitudes entre les effecteurs
de la réponse immunitaire Boxoplasma gondiet les effecteurs de la réponse a certains
agents pathogenes responsables de mammites chepetlds ruminants, notamment

Staphylococcus aureus
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Dans cette étude, nous avons évalué les capaetéspdnse apres une injection de
tachyzoites vivants de la souche S48, aux brebiede lignées, I'une sensible et l'autre plus
résistante aux mammites, a travers le suivi deef@nmse anticorps anfiexoplasma gondii
L’objectif est de voir si les modalités de répod#érent d’'une lignée de brebis a I'autre. Par
ailleurs, le second intérét de notre étude esfid&fles connaissances sur les modalités de la
réponse humorale vis-a-vis de ce vaccin pour migannaitre la cinétique de la réponse

anticorps, sur une année aprés I'administratiorvaitcin Ovilis® Toxovax (Intervet), qui
contient la souche S48.
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A. PREMIERE PARTIE : CONTEXTE DE L'ETUDE

|. Sélection génétigue pour une résistance accrue auMections

mammaires

I.1. Importance des infections mammaires et de leur maise en

élevage ovin laitier

[.1.1. Les infections mammaires, un probleme majeur en élage laitier

Les infections mammaires ont une importance majearélevage laitier, tant sur le
plan sanitaire qu’économique. En effet, elles antrapact non seulement direct, a cause des
pénalités sur le paiement du lait ainsi que le a#d traitements, mais aussi indirect, en
raison d’'une diminution de la production laitiéted&ine réforme anticipée des animaux. Par
ailleurs, elles ont aussi des consequences surafesformation fromagere, car outre la
présence possible de germes pathogénes ou degpbasénfections mammaires se traduisent
principalement par une modification de la fractsmuble du lait avec une augmentation de
pH, de la fraction minérale et des protéines sekilfjPirisi et al., 2007; Raynal-Ljutovac et
al., 2007). Enfin dans le contexte actuel de séation des filieres laitieres par rapport a la
Santé Publique, la maitrise des infections mammaist un enjeu de taille pour les éleveurs

de brebis laitieres.
[.1.2. Les moyens de lutte contre les infections mammaires

Depuis le milieu des années 90, en élevage ouilerlades mesures efficaces pour
controler les infections mammaires ont été pri€dsez la brebis laitiere, les mammites sont
majoritairement dues a des staphylocoqueStaphylococcus aureugqui provoque
essentiellement des mammites cliniques et les g@ggues coagulase négative pour les
mammites subcliniques (Bergonier et al., 2003; Mgenis et al., 1995). Les sources
d’infections sont donc essentiellement cutanéo-maime® et la transmission se fait surtout
pendant la traite. Les mesures de lutte contrenfestions mammaires ont donc porté d’'une
part, sur I'élimination des sources, qui consistéfarmer précocement les brebis atteintes de

bY

mammites cliniques et a traiter celles atteintes nd@mmites subcliniques avec une
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antibiothérapie intramammaire ciblée, d’autre gat une diminution de la transmission des
germes basée sur une optimisation de la traitepatréle annuel de la machine a traire et une
antisepsie des trayons en fin de traite (Bergaaer Berthelot, 2003; Contreras et al., 2007).
A ces mesures peuvent se rajouter une verificatioplan alimentaire et du rationnement et,

en dernier lieu, une évaluation des locaux d’élevag

Ces méthodes de lutte ont permis un réel prognés léa élevages ; cependant, elles
ne sont pas toujours suffisantes. Des vaccinstapliglococciques et des autovaccins ont été
expérimentés mais ils n'ont pas donné de résutigtsificatifs. Une autre approche, plus
récente, consiste a sélectionner les ruminantger&itpour une meilleure résistance aux
infections mammaires. En agissant de facon compiéaite avec les mesures de maitrise
déja appliguées, la sélection sur ce critéere péeraietnon seulement de diminuer I'incidence
des mammites, mais aussi de limiter le recours raédicaments anti-infectieux (Shook,
1989). Ainsi, la sélection génétique apparait commenouvel outil de lutte contre les

mammites en production laitiere ovine.

|.2. Sélection génétigue sur le critere CCS

[.2.1. Sélection génétique pour une meilleure résistanceramaladies

Déja largement utilisée pour améliorer les perforoes de production des animaux,
la sélection génétique s'intéresse maintenant arékistance aux maladies. Pour de
nombreuses maladies, une composante génétique darikbilité de la sensibilité aux
infections a été mise en évidence (Bishop and MpR007; Shook, 1989). Ces différences
entre animaux permettent d’envisager de les sélewdr pour accroitre la résistance (Bishop
and Morris, 2007).

Avant de sélectionner des animaux sur la résistangamaladies, il est essentiel de
s’interroger sur les points suivants : la sélectioit étre faisable, durable, et souhaitée (Stear
et al., 2001). La faisabilité dépend, d’'une parial@ariabilité génétique entre les individus
sur le critere de sélection choisi, d’autre partl’téritabilité de ce critére. Concernant la
durabilité, Stear (Stear et al., 2001) a montré spues la pression de la sélection naturelle, la
résistance aux maladies parasitaires, qu’elle délibérée ou non, est stable. Enfin, la

sélection doit répondre aux attentes des éleveatsndons par la qu’elle doit non seulement
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se faire sur un critere économiquement intéressantju’elle permet de réduire les codlts de
production- mais elle doit aussi ne pas se faire @détriments d’autres critéres importants
pour la production (Shook, 1989; Stear et al., 200hr exemple, il existe une corrélation
négative entre la production laitiére et la résistaaux mammites : en effet, une sélection sur
la production laitiére a conduit a une plus grasdasibilité aux mammites chez la vache
(Dekkers et al.,, 1994; Strandberg and Shook, 198®i qu’'a une modification de la
conformation mammaire chez la brebis, avec une rament les attaches sont mois solides,
la rendant de ce fait plus difficile a traire eupétre plus sensible aux infections (Barillet,
2007).

[.2.2. Sélection génétique pour la résistance aux mammites

Réduire le colt de production du lait, diminuentambre de réformes prématurées
des animaux et augmenter ainsi leur longévité, amgen la qualité du lait et des produits
laitiers et enfin améliorer la santé et le biere@nimal sont les raisons qui conduisent a

inclure la résistance aux mammites dans les csitdeesélection génétique.

Choix du critere CCS

Afin d’améliorer la résistance aux infections manmes des brebis, une sélection
indirecte, basée sur les comptages de cellulestapraa (ou CCS) dans le lait a été décidée
et appliqguée depuis 2006.

Les cellules somatiques sont présentes physiolegieat dans le lait de brebis et
sont essentiellement, lorsque la bactériologienégttive, des macrophages, des granulocytes
neutrophiles et des lymphocytes (Bergonier et24Q3). Une augmentation du nombre de
cellules dans le lait traduit la présence d’'un&imfnation de la glande mammaire en réponse
a une infection. Les proportions cellulaires sdatsamodifiées et les neutrophiles deviennent
largement prédominants (Oviedo-Boyso et al., 200Chez la brebis, les infections
mammaires sont majoritairement indétectables aatien clinique. Il s’agit donc de
mammites subcliniques, diagnostiquées principalénten maniére indirecte grace a un
indicateur fiable et peu couteux: le CCS. Les maesnsubcliniques peuvent aussi étre
diagnostiquées directement par la bactériologi@anmoins les isolements sont onéreux et

difficilement réalisables en routine et a grandeedle.
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Les mammites cliniqgues sont peu fréquentes chelardhis (de l'ordre de 5%)
contrairement a la vache. De surcroit, a I'exceptie la Scandinavie, peu de pays
enregistrent correctement les données concernsmhdenmites cliniques en élevage laitier.
En revanche, les CCS individuels sont des donres@es$ a obtenir, grace notamment aux
données du Contrble Laitier. Par ailleurs, les m#esncliniques sont un indicateur plus
subjectif que le nombre de cellules somatiquesentés dans le lait (Shook and Schutz,
1994). Il existe une linéarité entre le nombre dammites cliniques et les CCS, et la
corrélation génétique entre les deux est procheedlnité. Enfin, I’héritabilité du critere CCS
est supérieure a celle des mammites cliniques5 Pdur les CCS contre 0,02 pour les
mammites cliniques quelles que soient les espéRasllét et al., 2001; Philipsson et al.,
1995; Rupp and Boichard, 2003; Rupp et al., 2088)si, une sélection indirecte sera plus
efficace qu'une sélection directe seule. Toutesras®ns confirment que le choix du critére
CCS pour sélectionner des brebis sur la résistampe infections mammaires semble

judicieux.

Mise en place d’'une sélection divergente

Une équipe de la Station d’Amélioration Génétiques dAnimaux (SAGA) de

'INRA (Institut National de la Recherche Agronoru& a créé deux lignées de brebis
laitieres de race Lacaune par sélection divergaumtée critere CCS. La sélection a débuté en
2003 a la ferme expérimentale de La Fage a Rodqué&fes béliers appartenant aux unités de
sélection de la race Lacaune ont été indexés gaageinformations disponibles sur leurs
descendances. Les index positifs sont favoraltessont les animaux avec de faibles CCS.
Parmi ceux qui ont été retenus pour la créatiooeddignées, les males dont la descendance a
des CCS élevés ont un index CCS inférieur a -T@ux appartenant a la lignée « CCS

faibles » ont un index CCS supérieur a 1,3 avecnoygenne a 1,9.

D’autre part, les brebis de l'unité expérimentaté été divisées en deux groupes en
fonction de leurs index CCS. Ainsi, deux groupeseigt péres avec des valeurs d’'index CCS
extrémes ont été croisés par insémination artificevec des femelles d’'index CCS similaire
(Figure 1). Par ailleurs, les béliers choisis avaient tonsndex similaire et positif pour la

production laitiere (Rupp et al., 2009).

En conséquence, deux groupes d'index CCS théorigifé&rents, issus de ces

bY

croisements, ont été créés ; il s'agit du noyauladsélection divergente a partir duquel
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plusieurs générations vont étre produites. Lesdfilbbtenues appartiennent a deux groupes
différents nommés « CCS faibles » ou CCS- et « €le®s » ou CCS+.

Figure 1. Indexations des reproducteurs et obtention des lignées CCS+ et CCS-, d'apr
Rupp (2009) et Pfeiffer (2007)
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« CCS élevés » « CCS faibles »

Une sélection sur le critere CCS augmente la réssstce des brebis

aux mammites

Rupp et collegues ont montré que les filles deglaéle « CCS faibles » et celles de la

lignée « CCS élevés » n'avaient pas la méme sditsibux mammites, que celles-ci soient
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cliniques ou subcliniques. En effet, au cours deplamiere lactation, tous les cas de
mammites cliniques ont été diagnostiqués chez delsishCCS+. De plus la fréquence des
mammites cliniques chroniques, a l'origine de lanfation d’abces dans le parenchyme
mammaire détectés par palpation, est aussi pluseldans cette lignée. Enfin, la prévalence
des infections intra-mammaires, évaluées par damemns bactériologiques, est aussi plus

élevée chez les animaux dont les CCS sont élevés.

Par conséquent, la meilleure résistance des breli€S- » est principalement
caractérisée par une plus forte capacité a, damsamier temps, limiter les infections intra-
mammaires, notamment pendant la péripele partum dans un second temps, a éliminer les
infections pendant la lactation, et troisiemementlimiter quantitativement le processus

inflammatoire et ses conséquences cliniques (Rupp,2009).

|.3. Probleme de la détérioration d’autres criteres a lasuite d’'une

sélection génétique

Nous avons vu précédemment qu'avant de mettre are pin plan de sélection, il
faut s’assurer que celle-ci est a la fois durafdesable et souhaitable. Les deux premiers
points sont Vvérifiés, il nous reste désormais atepr@ne attention particuliere aux
conségquences défavorables qu’une sélection saésistance aux mammites pourrait avoir sur

la sensibilité a d’autres maladies.

Selon Stear (Stear et al., 2001), sélectionner pmér résistance a une maladie
spécifique pourrait prédisposer les animaux a peéfén type de réponse immunitaire par
rapport a un autre. Les infections intra-mammasag dues a des bactéries et elles entrainent
essentiellement une réponse immunitaire a médiatdtinlaire, de type Thl ou Th17. Ainsi
des brebis sélectionnées pour leur résistance amnmites seraient peut-étre plus enclines a
développer une réponse immunitaire de ces phémtybatdét qu'une réponse Th2 dont on
sait qu’elle promeut assez fortement la réponsechnale

Néanmoins, I'étude de Pfeiffer (2007) a montré psedeux lignées d’ovins « CCS
élevés » et « CCS faibles », a la suite d’une tafes1 massive paraemonchus contortus
ont une excrétion fécale, des niveaux d'instaltatet de reproduction du parasite trés
similaires. OrHaemonchus contortusst un parasite qui induit principalement une n&go
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immunitaire de type Th2. Ainsi, la sélection poureurésistance accrue aux mammites
n‘entraine pas de difféerence de résistance a $tafon par Haemonchus contortus
Cependant des différences entre les deux groufEss«élevés » et « CCS faibles » ont été
observées lors de la mobilisation de certains &ftes immunitaires. Effectivement, les
moutons « CCS faibles » ont, & plusieurs reprisetes la premiére infestation, un nombre
plus faible de lymphocytes T CD8+, ainsi qu’'un da@D4/CD8 plus élevé que le groupe
« CCS élevés ». De plus, le recrutement des lympbsed est plus marqué chez le groupe
« CCS faibles » (Pfeiffer, 2007).

La sélection sur le critere CCS a donc modifiédasacités de réponse immunitaire
des animaux. C’est pourquoi il est intéressant alaparer la réaction des deux lignées de
brebis face a d’autres maladies. L’objectif de e@tude est de déterminer si la sélection sur
le critere CCS a une influence sur la réponse initaw@ associée a une infection par

Toxoplasma gondii

Il. La toxoplasmose chez les ovins et la réponse immtaiie de

I’hOte

[1.1. Epidémiologie et importance de la toxoplasmose

[1.1.1. Cycle biologique du toxoplasme

Toxoplasma gondiest un protozoaire intracellulaire obligatoire.dyele du parasite
est hétéroxene et comprend deux phases : une sekli@atre asexuée. Le cycle sexué se
produit exclusivement dans I'épithélium intestirdds Félidés et aboutit & la production
d’oocystes Figure 2). Les hétes intermédiaires se contaminent doringégrant des aliments
souillés par des féces de chats, eux-mémes cordameinexcréteurs (Plant et al., 1974). Le
cycle asexué a une faible spécificité d’héte et p@oir lieu chez tous les mammiferes et les
oiseaux. Au cours de cette seconde phase du dale, formes du parasite se succedent : le
tachyzoite, et le bradyzoite qui est la forme disténce du toxoplasme. Une fois qu’ils ont
pénétrés dans les cellules de I'héte, les tachgzaie multiplient activement jusqu’a ce que
I'héte développe une immunité contre le parasitee lhfection persistante se met alors en

place : les parasites extracellulaires sont éliminkes multiplications intracellulaires
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ralentissent et des kystes se développent. Le lasime persiste dans I'organisme héte sous
forme de bradyzoites enkystés dans les muscles cerVeau. La contamination d’un nouvel
hote, intermédiaire ou définitif, se fait par inyes des kystes a bradyzoites (Buxton, 1998;
Esteban-Redondo and Innes, 1997; Uggla and Bu@$q).

Figure 2. Cycle biologique d&oxoplasma gondid’aprées (Buxton, 1998) et (Esteban-
Redondo and Innes, 1997)

Cycle asexué Cycle sexué
Hétes intermédiaires : Héte définitif :
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[1.1.2. Importance de la toxoplasmose

Importance médicale et économique : la toxoplasmosxine

La toxoplasmose est une cause majeure d’avortenohiets les ovins, et elle est
présente dans tous les pays du monde. Cette maladisitaire est aussi responsable de
baisses des performances de reproduction, de tiésmpfcetales, de momifications, de
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mortinatalité et de mortalité néonatales (Innealgt2007). La toxoplasmose entraine donc
des pertes économiques élevées dans les élevagss ov

Cependant, la maladie est bénigne si les ookystessisgérés par une brebis non
gestante. La brebis héberge alors des bradyzdigsnenunise. Si la brebis est gestante, les
conséquences de l'infection peuvent devenir séV@esn et al., 1998) et sa manifestation
clinigue dépend du stade de gestatimngre 3). La maladie peut se manifester par de

l'infertilité si I'infection a lieu au début de lgestation. Dans tous les cas, la brebis

s'immunise de facon durable, apres la premiereciite.

Figure 3. Tableau clinique de la toxoplasmose chez la brbi®nction du stade de
gestation d’apres (Buxton, 1998) et (Rodger andi@®ux2006)

Moment de I'infection
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transitoire, embryonnaire, souvent momification Morts-nés
passe souvent inapercue cliniguement Agneaux faibles
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performances de
reproduction

Signes cliniques

Importance sanitaire : la toxoplasmose est une zoose majeure

La contamination de 'homme dépend du mode de tviies habitudes alimentaires
(Tenter et al., 2000). En effet, 'homme peut &pataminé en ingérant des ookystes rejetés
par les chats ou en consommant de la viande owidegres peu cuites et contenant des
kystes a bradyzoites, ou encore en consommantidada pasteurisé d’animaux infectés

(Dubey, 1994). Souvent bénigne, la toxoplasmose petdois étre trés grave, essentiellement
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chez les personnes immunodéprimées. La contamindiime femme enceinte, si elle a lieu a
un stade précoce de la grossesse, peut conduineazartement. A un stade plus avancé,
I'enfant peut naitre viable mais développer de®fésoculaires et nerveuses. Il s’en suit donc
un retard mental ou une perte de la vision danpresieres années de vie. La toxoplasmose
est aussi mortelle chez des personnes qui ont odraye dimmunodéficience acquise
(SIDA) ou chez des patients sous traitements immswpresseurs, suite a une transplantation

d’organe ou pendant une chimiothérapie a causedadinoer par exemple (Dubey, 1994).

En conclusion, la toxoplasmose est une maladientsie a étudier car outre son
importance économique en élevage, elle a aussiimpertance sanitaire puisqu’il s'agit

d’'une zoonose dont les conséquences sont majeures.

[1.2. Réponse immunitaire des ovins contr@ oxoplasma gondii

[1.2.1. Réponse cellulaire

Toxoplasma gondist un parasite intracellulaire, la réponse imiaing a médiation
cellulaire, dite de type Thl, semble donc étre lias ppdaptée et la plus protectrice des

modalités de réponse immunitaire, notamment lans&primo-infection (Innes et al., 2007).

Effecteurs de la réponse immunitaire cellulaire eleurs cinétiques

Des études utilisant la technique de cannulatiorphlyatique ont permis d’examiner
directement la nature des effecteurs de la réponsmunitaire contreToxoplasma gondii,
ainsi que la cinétique d’apparition de ces effastethez les ovins (Innes and Wastling,
1995b). Ainsi, apres inoculation de tachyzoitesitdrféron gamma (IF{y est produit tres
précocement. Des IFN biologiquement actifs soneaébles dans la lymphe dés 48 a 96
heures aprés une primo-infection et ils persistiamis la lymphe pendant 6 a 9 jours. Un pic
d’'IFNy se produit 3 & 5 jours aprés l'inoculation (Inm¢sal., 1995b) Kigure 4). Chez la
souris, Toxoplasma gondiest capable d’activer directement les macrophggegroduisent
TNFa (Tumor Necrosis Factor) et interleukine 12 (IL-12ytokine qui joue un rdle pivot
dans la production d'IFN In vitro, I'lFNy inhibe la multiplication intracellulaire du

tachyzoite dans les fibroblastes et les macrophdgelus, I''FNy est indispensable pour
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fournir un microenvironnement de cytokines favoesbla I'induction d'une réponse

immunitaire adaptée, de type Thl (Innes, 1997).

L’'IFNy est produit essentiellement par les lymphocyt€¢sT) CD4+ mais aussi par
les LT CD8+. Apres une primo-infection, les premiggmphocytes a étre produits sont les
LT CD4+. Au dixieme jour aprés l'inoculation, il & un pic de lymphocytes (Uggla and
Buxton, 1990): 50% des cellules présentes dangnighe efférente sont des lymphocytes.
Les LT CD8+ deviennent alors préedominarksg(re 4). Le ratio CD4/CD8 diminue lorsque
le nombre de LT spécifiques augmente (Innes el@85a). Les LT CD8+ sont stimulés par
I'interleukine 2 (IL-2) produite par les LT CD4+elparasite est présent dans la lymphe du
deuxiétme au douziéme jour apres la primo-infectionais sa quantité diminue
considérablement a partir du neuvieme ou dixiéme jgonjointement a 'augmentation de la
population lymphocytaire (Buxton et al., 1994). UeE CD4+ et surtout CD8+ inhibent la
multiplication intracellulaire des tachyzoit@svitro.

L’activité cytotoxique contre les cellules infectgear le toxoplasme est attribuée aux
LT CD8+ qui ont besoin de la présentation par ledécules CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe | d’'un peptide getiique pour étre actives (Innes et al.,
1995a).

Figure 4. Cinétique de la réponse de I'hote lors d’une prinfection aToxoplasma gondii

dans la lymphe efférente, d’aprés (Innes and Wiastli995a)
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Par conséquent, chez les ovins comme chez la s@ulimverse de 'lhomme, le
lymphocyte T CD8+ a un réle protecteur prédominians d’'une infection aroxoplasma
gondii (Parker et al., 1991; Purner et al., 1996). Laokiyie clef qui va étre sécrétée
précocement et intervenir dans la résistance daéd’lest I'INF. Afin que la protection
immunitaire soit la plus efficace possible, il ylanc une action synergique des effecteurs et
notamment des LT CD4+, CD8+ et de I'IiINFSous la pression de cette réponse immunitaire,

le parasite change de forme biologique, et s’emkyst

Mécanismes intracytoplasmiques induits par I'I|NFy

Toxoplasma gondiest un parasite intracellulaire obligatoire et aprge pénétration
active dans les cellules de I'hote, les tachyzasgesultiplient rapidement dans une vacuole
parasitophore. Cette vacuole résiste a la fusiec s vésicules du systeme endo-lysosomial
mais elle permet la circulation des nutriments &t thétabolites de la cellule héte vers le
parasite et, inversement, la sécrétion de factgursontrdle le maintien de la vacuole, du

parasite vers la cellule hote.

Comme nous l'avons vu précédemment, I'f\N#st une cytokine qui a un réle majeur
dans la résistance de I'hnéte Ta gondii L'INFy induit notamment un programme de
transcription complexe dont le premier médiatednegacteur de transcription STAT-1. La
plupart des facteurs régulés par I'iINsont dépendants de STAT-1 et comprennent les trois
enzymes suivantes : iINOSnducible nitric oxide syntha¥e IGTP (nterferon-inducible
GTPasg et IDO (indole-amine 2,3-dioxygénase) (Yap et2006).

iNos est une enzyme capable de catalyser la foomdtbxyde nitrique a partir de L-
arginine. L'expression d'iNOS par les macrophagesessite I'activation combinée d’INfet
de TNFo. L'oxyde nitrique formé inhiberait alors le métdibme des mitochondries et de
certaines enzymes, essentiels a la réplicationlatréspiration du parasite. Néanmoins, des
souris déficientes pour iINOS survivent a une inéectaigue parfT. gondii (Suzuki, 2002).
D’autres facteurs intracytoplasmiques, indépenddhldOS jouent donc un rdle important
dans la résistance de I'héte au toxoplasme : IGTB@.

IGTP est une autre des enzymes induites par ¥JNfui est impliquée dans la
résistance cellulaire. Les IGTP proviennent de deifle de GTPases p47 qui ont été

localisées dans le réticulum endoplasmique, I'agipade Golgi et la membrane des
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phagosomes. Ainsi les IGTP s’associeraient avendmbrane de la vacuole parasitophore,
favorisant ainsi sa dégradation par les lysosorviap €t al., 2006).

L’'INFy est aussi responsable d’'une autre activité artigidasme dans les cellules,
via l'activation de I'IDO. Cette enzyme rompt lechy aromatique du L-tryptophane. Elle
prive ainsi la cellule hdte mais aussi le parasitien acide aminé essentiel, compromettant de
cette facon, le métabolisme du toxoplasme (BhopRale3).

[1.2.2. Réponse humorale

Aprés une primo-infection, naturelle ou expérimtmtpar Toxoplasma gondiile
titre d’anticorps spécifiques est détectable dan$/inphe dés 7 a 8 jours, et il augmente
significativement durant les 2 & 3 semaines quiesuil'infection (Blewett et al., 1983). La
persistance des anticorps aprés une infection ellEgusemble étre longue : les anticorps
restent détectables pendant plusieurs annéesvanatee, lors d’'infection expérimentale avec
des tachyzoites vivants, les résultats sont vasablivant les études, et le titre anticorps

semble diminuer plus rapidement (Buxton et al.,1)99

Les immunoglobulines M sont les plus abondantesiq@nle premier mois suivant
une primo-infection. Au cours du second mois, legG | deviennent la classe
d'immunoglobulines prédominante (Blewett et al.839Handman and Remington, 1980).
Une analyse de la lymphe efférente par Western Blohtre que la réponse contre les
tachyzoites de la souche S48 est dirigée contraommbre relativement faible de groupes
antigéniques, notamment a 32, 30, 24 et 11 kDatigane de 30 kDa est probablement la
principale glycoprotéine de surface de gondij désignée par les termes gp30 ou SAG-1
(Wastling et al., 1995). Gp30 est impliquée danstilaulation des réponses immunitaires a la

fois cellulaire et humorale chez la soasper and Khan, 1993).

Apres une seconde infection avec des tachyzoédauk d’anticorps a proximité du
site de l'infection atteint trés rapidement de giesconcentrations, et les immunoglobulines
sont détectables dans la lymphe dés 3 a 4 joussahticorps semblent jouer un role clef dans
le blocage de I'entrée des parasites dans ledegllprévenant ainsi I'invasion cellulaire et la
multiplication des tachyzoites (Innes and Wastlit@Q5b; Wastling et al., 1995). Bien que la

réponse cellulaire semble étre celle qui conféenglis grand degré de protection lors d’'une
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primo-infection, au cours des infections suivant@séponse humorale parait essentielle pour

bloquer précocement I'invasion du parasite dansééiales de I'hote (Innes et al., 2007).

[1.3. Vaccination avec la souche vivante atténuée S48

L’'immunité protectrice se met en place chez lesi@dpres une infection naturelle
par T. gondii ce qui suggérait d’entrée que le développemamt gaccin efficace était un
objectif atteignable. Cependant, les essais ré&atiséc des tachyzoites inactivés ne donnent
pas de résultats satisfaisants. D’autres eétudediquamt un antigene de surface du
toxoplasme combiné avec un adjuvant ISCOdil( A, Immuno Stimulating COMpound
avait donné des résultats encourageants chez Ies,saui développait une réponse
immunitaire a la fois humorale et cellulaire. Néams, 'infection de brebis gestantes et
vaccinées a montré que, malgré une augmentatiotawu d’anticorps circulants chez la
brebis, les feetus ne sont pas protéges ; la pamasitchez les ovins vaccinés avec cet

antigéne est donc possible, et la protection dudagest pas suffisante (Buxton et al., 1989).

En 1988, le premier vaccin vivant destiné a costréd toxoplasmose ovine a été
commercialisé en Nouvelle-Zélande (Toxovax). Lapprétion utilisée pour ce vaccin est la
souche S48 qui a la particularité d’étre incompletest-a-dire qu’elle a perdu sa capacité a
former des kystes tissulaires. A l'origine, il Stade tachyzoites isolés a partir de cotylédons
foetaux d'une brebis ayant avorté. Les tachyzoites ensuite subi deux passages
hebdomadaires par injection intra-péritonéale asiesis de laboratoire, environ 3000 fois
avant de perdre leur capacité a développer deskygsbradyzoites dans les tissus de I'hote.
La souche S48 est actuellement multipliée sur mlttellulaire Véro. Au cours de la
vaccination, la toxoplasmose est limitée & un stadbyzoite et ce, de facon transitoire.
Ainsi, ce vaccin peut étre utilisé sur un animadtohe® a la consommation humaine puisque
son utilisation ne conduit pas a la production d'wiande contaminée par la souche
vaccinale. De plus le cycle sexuel du parasite dbezhat ne peut étre initié a partir des

tachyzoites vaccinaux (Buxton, 1993; Buxton ane$1995).

Plusieurs expériences ont ensuite été réaliséeslepdaboratoire Intervet qui
commercialise le vaccin Toxovax, en collaborativaal'Institut de Recherches du Moredun

a Edinburgh (Ecosse), afin de prouver l'efficadté vaccin. Deux lots de brebis gestantes,
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I'un vacciné l'autre non, ont ingéré 2000 ookystpsrulés ddl. gondij ce qui correspond a
une infestation majeure. Dans le lot non vacci®ép Hes agneaux seulement sont nés vivants
et viables, alors que dans le lot vacciné, 75%agd@®aux étaient vivants et viables, avec, de
plus, un poids significativement supérieur a ceuxpdemier lot, ce qui augmente leurs
chances de survie (Buxton and Innes, 1995). P#rues| la protection induite par les
tachyzoites de la souche de S48 est aussi effamabeut de 18 mois qu’elle ne I'est six mois

seulement apres la vaccination (Buxton et al., 1993

I1.4. Variabilité de la sensibilité et de la résistance B toxoplasmose

en fonction des hotes

Le parasitel. gondiiest capable d’infecter toutes les especes animaasg chaud,
néanmoins les conséquences de l'infection sonvaBables d’une espéce a l'autre. La souris
par exemple est trés vulnérable aux conséquenckisfdetion : elle développe une maladie
aigle. En revanche, l'infection est bénigne etditaire chez les bovins et les cervidés, alors
que chez les petits ruminant$, gondii est responsable d’avortements et d’'infections
chroniques avec la formation de kystes a bradyzolte rat et 'lhomme réagissent de facon
similaires aux ovins et caprins (Esteban-Redondb lanes, 1997; Innes, 1997; Uggla and
Buxton, 1990). Les mécanismes de prédispositioa toxoplasmose sont mal connus. Des
études pour approfondir ce sujet sont donc menees des modéles animaux comme la
souris ou le rat. Ce dernier est une espece mapelpermet de reproduire assez bien la

pathologie chez ’'homme et chez les ovins.

Des études portant sur la génétique de I'héte anitré@ qu’une souche particuliére
de rat se comporte differemment des autres soutdnres présente une résistance totale a
I'infection parT. gondii: il s’agit du rat Lewis. L’absence d’anticorps iatoixoplasme et de
parasite, suite a linfection, indique que la diss®@tion parasitaire est complétement
prévenue dans cette souche. Cette résistance f@ésencaractére dominant puisqu’elle
s’observe chez les rats hybrides de premiere geémérassus du croisement entre la souche

Lewis et des souches sensibles (Sergent et ab)200

Une région contrélant la résistance a I'infectiordplasmique a été identifiée sur le
chromosome 10. Ce locus a été baplisgol Des études ont montré que la résistance ou la
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sensibilité a la toxoplasmose dépend exclusivententl’origine génomique ddoxol
quelgue soit par ailleurs le reste du génome. bésde l'infection toxoplasmique apparait

donc contrdlée paroxolselon un mode mendélien (Cavailles et al., 2006).

Le mécanisme de résistance du rat Lewis a étéréie mentifié, notamment au sein
des macrophages. Les macrophages de la souch@nmtisisewis inhibent la prolifération
intracellulaire du parasite et sa disséminationésja formation de la vacuole parasitophore.
De plus, apres une heure de contact avec les ntegep de la souche Lewis, les parasites
extracellulaires perdent leur capacité a envatsradtiules naives (Cavailles et al., 2006). Le

géne qui contrdle ce mécanisme est en cours difabation.

1. Comparaison des réponses immunitaires induites par

Toxoplasma gondii et par Staphylococcus aureus

[11.1. L’initiation de la réponse immunitaire contre les nammites et

contre T. gondii fait intervenir le méme type de récepteurs aux

pathogénes

[11.1.1. Importance de I'immunité innée au début d’une infetion

On distingue généralement deux mécanismes de @efdifférents qui servent a
protéger un organisme: 'immunité innée et 'imntéracquise. L'immunité innée correspond
a la capacité de I'organisme a répondre a unetinfeen I'absence de pré-exposition ; elle
est rapide et non spécifique du pathogene. L'imbéuacquise se développe plus lentement
au cours d’'une primo-infection mais elle est emspltus rapide lors des infections ultérieures
grace a l'intervention de cellules mémoires. Ceifmonse est spécifique du pathogéne qui I'a
induite. Ces deux immunités, innée et acquise, stmitement liées et interagissent de
maniére synergique afin de lutter contre un pathegfonné. Tout d’abord I'immunité innée
stimule la réponse immunitaire acquise et influesee nature. Par ailleurs, la réponse
immunitaire acquise fait intervenir de nombreweeféurs de 'immunité innée pour éliminer
les pathogénes et augmente ainsi leur activitémirbbienne dans un grand nombre
d’infections (Oviedo-Boyso et al., 2007).
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L’'immunité innée est prépondérante au début d'wfection : elle doit permettre la
détection des pathogénes ainsi qu’une rapide dictivdes mécanismes de défense de I'héte.
Il existe une trés grande variété de récepteurs tRrsysteme immunitaire inné, qui vont
permettre une large reconnaissance de molécule®liieanes tels certains lipides, acides
nucléiques ou encore protéines. Les Toll-like rémas ou TLRs sont des éléments clefs de
'immunité innée en raison de leur implication die dans la mise en place d’'une réponse
appropriée. La fonction des TLRs est la reconnasale certaines structures appelées
PAMPs oupathogen-associated molecular pattergsi sont des composants physiologiques
des pathogénes et typiqguement différents des mekde I'h6te. De nombreux PAMPs ont
déja été caractérisés et leurs TLRs respectifdiftlen Par exemple, le premier récepteur qui
a été identifié a été le ligand du TLR4: il s’agiti lipopolysaccharide, un composant
essentiel des bactéries Gram négatives (OviedoeBeysal., 2007; Yarovinsky and Sher,
2006).

[11.1.2. TLRs impliqués dans la reconnaissance dE. gondii et des

staphylocoques

TLRs impligués dans la reconnaissance deoxoplasma gondii

Nous avons vu précédemment que I'fFal un réle essentiel dans la résistance de
I'néte a Toxoplasma gondiiOr la principale cytokine qui stimule une prodoitprécoce
d’'IFNy est I'interleukine 12 (IL-12). IL-12 est libéréampdes cellules du systeme immunitaire
inné : les cellules dendritiques, les macrophageesneutrophiles. La libération d’IL-12
notamment par les cellules dendritiques est dépgad®iune protéine : MyD88 (Myeloid
Differenciation factor 88). MyD88 est une protéedaptatrice, qui active la transduction du
signal lié a la fixation du ligand sur le TLR. MyB& un rdle central puisqu’elle conduit a la
production de cytokines pro-inflammatoires suitEaativation de certains TLRs, et elle est
indispensable dans le cadre de la résistance @ aT. gondiicar elle permet la libération
d’IL-12 (Kim et al., 2006; Yap et al., 2006; Yaragky and Sher, 2006).

A partir d’extraits de tachyzoites solubles, latéiwe responsable de la libération
d’'IL-12 a été identifiée : il s’agit de la profikn Chez d’autres eucaryotes, la profiline régule
la polymérisation de I'actine. Podroxoplasma gondiila profiline est indispensable a la
virulence du parasiti vivo. En effet, cette molécule permet le glissementadhyzoite sur

les cellules hétes, I'invasion cellulaire, et erden sortie (Yarovinsky, 2008). Le récepteur de
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cette protéine est TLR11 chez la souris. TLR11 wstrécepteur de la profiline, de
Toxoplasma gondiet des autres protozoaires apicomplexiens inttdaeges, nécessaire a la
production d’lIL-12 par les cellules dendritiqu&s,vitro commein vivo (Yarovinsky, 2008;
Yarovinsky and Sher, 2006).

TLR11 n’est pas le seul récepteur a intervenir dangéponse immunitaire contiie
gondii. TLR2 semble aussi avoir un role important dan®sistance de I'hote, et notamment
lorsque ce dernier est soumis a de fortes dosestiefises. Premierement, la production d’IL-
12 par les macrophages est strictement dépendantactivation de TLR2. De plus TLR2
régule la production, induite par le toxoplasme, ateemokine ligand 2 (CCL2), une
chimiokine qui attire les neutrophiles. Cette régjoh de la production de CCL2 est d’autant
plus importante que l'implication des neutrophidsns la réponse immunitaire innée de
I'héte face au parasite, est grande. Le ligand HRZTest le glycosylphosphatidylinositol
(GPI) présent en grande quantité dans les membrdneschyzoite (Kim et al., 2006;
Yarovinsky, 2008; Yarovinsky and Sher, 2006). G§tlaussi le ligand d’'un autre récepteur,
le TLR4 qui semble coopérer avec TLR2 lors d’'inf@as aToxoplasma gondijYarovinsky,
2008).

TLRs impligués dans la reconnaissance des staphytmgues

TLR2 joue un rble essentiel dans la reconnaissalec&taphylococcus aureus
principal agent des mammites cliniques chez lesoViLR2 est le récepteur qui reconnait le
plus grand nombre de molécules associées aux gatesg il reconnait notamment les acides
lipotéichoiques des bactéries Gram positives (Reurand Philpott, 2005; Kielian et al.,
2005a; Weber et al., 2003). D’autre part, TLR2 astsi capable de reconnaitre les PSM
(Phenol Soluble Modulin) présents a la fois clBezaureuset Staphylococcus epidermidis
pathogene également responsable de mammites chepetiis ruminants (Fournier and
Philpott, 2005). TLR1 et TLR6 sont deux autres péeers qui peuvent agir en synergie avec
TLR2. En effet, en association avec TLR2, ils petnaugmenter I'effet des PAMPs réputés
se lier @ TLR2 (Fournier and Philpott, 2005).

De méme, TLR4 est impliqué dans la reconnaissaaqethogénes responsables de
mammites. Aprés reconnaissancedeaureus TLR2 et TLR4 induisent I'activation de NF-

kB, un facteur de transcription qui va réguler I'eegsion de nombreux genes de défense
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immunitaire et induire une réponse inflammatoirasda mamelle en stimulant la production

de facteurs pro-inflammatoires (Yang et al., 2008).

Le principal médiateur de la réponse émise par TBRE&Ss son activation est la
protéine adaptatrice MyD88. MyD88 est essentielld¢’hate pour fournir une réponse
immunitaire contreS. aureusD’autant plus que, lorsque la réponse est injtigiele récepteur
de l'interleukine-1 (IL-1R), MyD88 agit comme méthiar du recrutement des neutrophiles
(Bubeck Wardenburg et al., 2006; Kielian et alQZMiller et al., 2006).
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[11.2. Similitudes et différences entre les réponses immitaires

provoquées parToxoplasma et Staphylococcus

Tableau 1. Principales ressemblances et différences desiségsammunitaires contiie

gondii et contreS. aureus

Effecteurs de la réponse

Infection a Toxoplasma gondii

Infection a Staphylococcus aureus

D3;

|

DO)

immunitaire
Lymphocytes T | CD4+ | (Buxton et al., 2007; Buxton et al., 1994: Infes .
CD8+ et al., 1995a; Uggla and Buxton, 1990) (Oviedo-Boyso et al., 2007)
Récepteurs TLR11 (Kim et al., 2006; Yap et al., 2006;
Yarovinsky, 2008; Yarovinsky and Sher, 2006)
. ) . . (Fournier and Philpott, 2005; Kielian et al.,
TLR2 (Kim et al._, 2006; Yarovinsky, 2008; 2005a; Kielian et al., 2005b; Weber et al., 20
Yarovinsky and Sher, 2006)
Yang et al., 2008)
TLR4 (Yarovinsky, 2008; Yarovinsky and Sher, (Yang et al., 2008)
2006)
IL1-R (Bubeck Wardenburg et al., 2006; Kielian et al.,
2007; Miller et al., 2006)
Adaptateur MvD8S (Kim et al., 2006; Yap et al., 2006; YarovinskyBubeck Wardenburg et al., 2006; Kielian et g
y and Sher, 2006) 2007; Miller et al., 2006)
Cytokines ) )
IL-1p (Fournier and Philpott, 2005; Lahouassa et g
L8 2007; Oviedo-Boyso et al., 2007)
IL-12 (Kim et al., 2006; Yap et al., 2006; Yarovinsky(Fournier and Philpott, 2005; Oviedo-Boyso ¢
and Sher, 2006) al., 2007)
IL-17 (Chung et al., 2003; Kielian et al., 2005b)
. (Lahouassa et al., 2007; Oviedo-Boyso et al.
TNFa (Buxton et al., 2007; Innes, 1997) 2007; Sasaki et al., 2000)
Cytokines ] .
caractéristiques IL-2 (Buxton et al., 2007; Buxton et al., 1994) (Oviddloyso et al., 2007)
de la réponse INF (Buxton et al., 2007; Innes, 1997; Innes et al.(Fournier and Philpott, 2005; Oviedo-Boyso §
Thi v 2007; Innes et al., 1995D) al., 2007; Sasaki et al., 2000)
Cytokines :
caractéristiques IL-4 (Sasaki et al., 2000)
de la réponse L6 (Fournier and Philpott, 2005; Oviedo-Boyso 4
Th2 al., 2007; Sasaki et al., 2000)
IL-10 (Fournier and Philpott, 2005; Sasaki et al., 20
Enzymes intra- | ) .
cytoplasmiques | INOS (Suzuki, 2002; Yap et al., 2006) (Sasaki et al98)9
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Le tableau 1 illustre le fait que de nombreux effecteurs deélponse immunitaire
sont utilisés a la fois au cours d'une infectiorr paxoplasma gondiet de celle liée a
Staphylococcus aureu€ependant, une des difféerences majeures estdsib® présence
d’IL-17 lors de la réponse immunitaire con8eaureuslL-17 est une cytokine médiatrice de
'inflammation tissulaire. Elle participe au receatent des neutrophiles. Cette interleukine est
synthétisée par les lymphocytes T CD4+ activés par polysaccharide capsulaire
zwitterionique (Zps). Zps est présent chez des ébiast responsables d’abces tel que
Staphylococcus aureumsiais aussdBacteroides fragilesu Streptococcus pneumoniagps est
capable de stimuler les lymphocytes T CD4+ de I'hmaret du rain vitro. Ces lymphocytes
T CD4+ activés induisent ensuite la formation d&béorsqu’on les transfere dans la cavité
péritonéale de rats naifs (Chung et al., 2003). lizegphocytes T CD4+ modulent donc le
développement de certaines infections$.aaureusnotamment, en contrélant, par le biais
d’IL-17, la migration des neutrophiles (McLoughlet al., 2006). Zps stimule aussi la
production d’IL-8, une autre cytokine qui permetéerutement des neutrophiles, de TNt
d’IL-1 (Fournier and Philpott, 2005; Tzianabos afakper, 2002).

Notons aussi que les cytokines caracteéristiquesedigéponse de type Th2, a savoir
IL-4, IL-6 et IL-10 sont présentes lors de la répmnimmunitaire contreS. aureus
Effectivement, les lymphocytes T CD4+, comme ndagoins vu, et I'lFN semblent parfois
jouer un réle aux détriments de I'héte lors d'inffen parS. aureusA l'inverse, IL-10 est
importante pour la résistance de I'hote lors decshseptiques ou de chocs dus aux toxines
staphylococciques. IL-4 et IL-10 semblent jouerr@le protecteur, grace a la régulation des
IFNy dans les infections &. aureugSasaki et al., 2000).
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B. DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

L'objectif de notre étude est, dans un premier tgndpévaluer I'effet de la sélection
sur la résistance aux mammites, sur la réponse mtame a d’autres maladies, en
I'occurrence la toxoplasmose. Nous avons vu que&ées lignées de brebis « CCS faibles »
et « CCS élevés » n'ont pas la méme sensibilitéiafiections intra-mammaires. Cependant,
il a été montré précédemment que la résistanceuasipeHaemonchus contortusa pas été
affectée par la sélection. Nous souhaitons désermavoir si la réponse des brebis a

I'infection par 'agent de la toxoplasmose a étélifiée ou non par cette sélection.

Comme évoqué précédemment, la toxoplasmose esitietisea étudier, d’'une part
parce gu’il s'agit d’'une zoonose majeure, d’autitpparce qu’elle a une importance
économique significative en élevage ovin. De ptasnme nous I'avons vu précédemment, il
existe une grande similitude entre les effectew@dadréponse immunitaire Boxoplasma
gondii et les effecteurs de la réponse aux principauxntagbactériens responsables de

mammites chez la brebis : les staphylocoques.

Nous allons donc étudier les réponses des brebidalex lignées aprés une injection
de tachyzoites vivants de la souche S48, afin dtesvtes modalités de la réponse humorale

différent d’une lignée de brebis a l'autre.

En outre, le second intérét de notre étude esfimkafles connaissances sur les
modalités de la réponse humorale, en étudiantpiésisément la cinétique de production et
de persistance des anticorps, a la suite de l'adtration du vaccin Ovilis-Toxovax®

(Intervet).

. Matériel et méthodes

[.1. Animaux

Notre étude porte sur la totalité des agnellesade Lacaune du millésime 2007 de la
sélection divergente sur les CCS réalisée a ladarxpérimentale de La Fage. Une partie de
ces agnelles appartient a la premiére génératioseldetion (cf. supra 1.2.2) ; l'autre partie
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appartient a la seconde, puisque nées de breb& plemiére génération de divergence. Au
total, 131 animaux ont été inclus dans I'étudeadeimétique d’anticorps aprés administration
du vaccin. Le groupe « CCS-», qui correspond aimaunx avec de faibles valeurs de CCS et
donc résistants aux mammites, comporte 67 indivias le groupe « CCS+ », a savoir
celui dont les CCS sont élevés et qui est senailpteinfections mammaires, on dénombre 64
individus. Les effectifs dans les deux groupes sonic équilibrés. Afin d’étudier I'effet de la

filiation, les 15 péres des agnelles ont été enteysi : 7 béliers « CCS+ » et 8 « CCS-»
(Tableau 2). Les béliers ont, pour la plupart, a la fois tikss de la premiére et de la seconde

génération de la sélection divergente.

Tableau 2. Filiations et générations des agnelles du millésd®07

) ) . Nombre de Norr_1bre de qubre de
Numéro Pere CCS pere : filles filles de
e génération 1 génération 2
12000066040501 CCs+ 1 0 1
12000204031772 CCS- 14 7
12000242000743 CCs- 3 0 3
12000255042305 CCs- 10 5 5
12000311030504 CCs- 6 6 0
12000386030501 CCs- 13 5 8
12000424020632 CCs- 9 2 7
12000440990546 CCs- 6 4 2
12000468021241 CCs+ 3 0 3
12000478020725 CCs- 6 0 6
12000552010544 CCs+ 12 7 5
12000557021341 CCs+ 4 4 0
12000565031663 CCs+ 14 9 5
81000083020506 CCs+ 13 8 5
81000133020503 CCS+ 8 3 5
Somme 122 60 62

La prévalence sérologique de la toxoplasmose estftible, voire nulle dans cet
élevage. En effet, des analyses sérologiques émealisées sur des brebis ayant avorté et qui
étaient par conséquent potentiellement infectéesleS 2 ou 3 brebis ont eu des résultats
interprétés comme positifs, mais a des titres gdadrent tres faibles (inférieurs a 50-80% du
seuil de positivité). Par ailleurs, une recherclkee dnticorps anfl-oxoplasma gondia été
réalisée un mois avant la vaccination pour towdesafjnelles, afin de vérifier qu’elles étaient

naives avant 'immunisation.
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|.2. Protocole expérimental

Les agnelles ont été vaccinées en une seule mjecivec Ovilis-Toxovax®
(Intervet), trois mois avant la lutte 2007. Chacw@neecu une dose vaccinale de 2ml, qui

correspond a environ 1achyzoites vivants de gondij souche S48, par voie sous-cutanée.

La réponse anti-toxoplasme a été évaluée gracs aré&vements de sang sur tube
sec, réalisées a la veine jugulaire a l'aide desudacutainer® de 5ml. Ces prélevements
sanguins ont été réalisés sur tous les animaux ms@s, a JO, J7, J15, J22, J30, J45, J65, J91
et J365 apres administration du vaccin. Les tuleesahg ont ensuite été centrifugés afin

d’isoler le sérum, qui a été conserveé a -20°C jimgmoment de I'analyse.

|.3. Dosage des anticorps par ELISA

La quantité d'immunoglobulines G spécifiquesTaxoplasma gondsont mesurés a
l'aide de la trousse Chekit-Toxotest® (LaboratoirdBDEX), qui est un test
immunoenzymatique ou ELISAEGzyme Linked ImmunoSorbent Agsayes anticorps

spécifiques sont recherchés dans le sérum desbrebi

Les cupules de la plaque de microtitration du Céekotest® sont sensibilisées
avec l'antigéne inactivé qui lie spécifiquement kagticorps dirigés contr@. gondii Si
I’échantillon contient des anticorps anti- gondii ceux-ci se lient a I'antigene inactive fixé
dans les cupules. Les anticorps de I'échantillont stgtectés avec un conjugué Anti-IgG-
Ruminant, monoclonal, marqué a la peroxydase, gyd® le substrat TMB (3, 3’, 5, 5
tétraméthyle benzidine), en produisant une colonakileue. Lorsque la réaction est stoppée
avec la solution d'arrét (#$0,), la couleur du substrat devient jaune. L'intehsite la
coloration est proportionnelle a la quantité d'eotps spécifiques contenue dans I'échantillon

et retenue dans les cupules dans l'intervallerdsltité de la méthode.

Afin de déterminer le titre en anticorps de chagadeantillon, nous avons établi une
courbe de référence avec une solution contenantomeentration connue d’'antigene. Pour
cela, nous avons utilisé le témoin positif contdans la trousse. En outre, un témoin négatif
et un « blanc » qui ne contient que la solutiongamont été inclus dans toutes les plaques
analysées. Pour le standard dont le titre en ap8aest connu, nous avons réalisé une série de
dilutions au demi pour produire une gamme dontuteges arbitraires sont de 1000, 500, 250,
125, 60 et 30. Cette gamme sert alors de réféngmael’ ELISA. Un standard est ainsi établi
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par la correspondance entre la densité optiguenobtet chaque point de la gamme de
référence. Le titre de chaque échantillon est ex®en unités arbitraires, grace aux densités
optiques des difféerentes dilutions. On obtientslan graphique donnant le titre en fonction

de la densité optique : c’est la courbe du stan(faigure 5).

Figure 5. Exemple de courbe du standard
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Les échantillons & tester sont dilués au 1749@u 1/2008™ ou au 1/4008™ et
testés avec la techniqgue ELISA décrite précédemmieat densité optigue de chaque
échantillon est obtenue. Puis, la courbe standtads sa partie linéaire, permet d’exprimer
chaque mesure de densité optique par une valeunigds arbitraires ou titre. On corrige le

facteur de dilution appliqué a I'échantillon, et olbtient le titre en anticorps défini en unités
arbitraires.

[l. Résultats

[1.1. Cinétigue de la réponse anticorps

Le taux d'immunoglobulines G augmente dans le sdag,la premiere semaine qui
suit I'injection de 18 tachyzoites S48. L'augmentation de la quantitétitarps se poursuit
jusqu’a atteindre un pic au ¥%jour aprés l'injection vaccinale. Comme lillusteefigure 6,
'augmentation du taux d’lgG se divise en trois s#®: une premiére phase de croissance

lente, jusqu’a J7 ; une deuxiéme phase d’augmentadipide, de J7 a J22, pendant laquelle le
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taux d’anticorps antf. gondiiest multiplié par 20 en 15 jours ; enfin, une ghas croissance

plus lente, de J22 a J65.

Figure 6. Evolution du taux d’anticorps (IgG) anii. gondiidans les 3 mois suivants

I'injection de tachyzoites vivants S48
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A partir de J65, la quantité d’lgG dans le sangidira. La diminution est brutale de

J65 a J91. Puis, a partir dd™3mois suivant I'injection vaccinale, la diminutiatu taux

d’anticorps anti¥. gondiidans le sang est trés lenkgdure 7). Un an aprés I'administration

du vaccin, la quantité d'lgG est encore 25 foisésigure au seuil de détection de I'ELISA ou

a celle d’'un animal sain et non vacciné.
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Figure 7. Evolution du taux d’anticorps (IgG) anii- gondiil’année qui suit I'injection de

tachyzoites vivants S48
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[1.2. Comparaison entre les deux lignées

Figure 8. Comparaison des titres anticorps des brebis gaéds « CCS+ » et « CCS-» apres

I'injection du vaccin S48
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Comme le montre léigure 8, les titres anticorps des brebis des lignées «#C£&
« CCS- » sont pratiguement identiques au coursethps aprés la vaccination. Lorsqu’on
effectue une analyse statistique avec le test deée8t afin de comparer les taux d’anticorps
des agnelles de la lignée « CCS+ » avec ceux tignée « CCS- » a chaque prise de sang,
les résultats du test sont compris entre 0,12 49 (fableau 3). Ces résultats mettent en
évidence le fait que le taux d’lgG anfi- gondiiproduites en réponse a l'injection vaccinale
n'est pas significativement différent, d’'une lignéde brebis a l'autre, de JO & J365 suivant
I'administration du vaccin. La dynamique de répodss anticorps suite a la vaccination avec

la souche S48 ne différe pas entre les lignéea déléction CCS.
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Tableau 3. Titres en anticorps anfi-. gondiimoyens et écarts-type dans les deux lignées de

brebis et résultats de I'analyse statistique (desStudent) a chaque date de prélevement

Lignées | Jours 0 7 15 22 30 45 65 91 365
ccs+ |MOYENNE | 4326 1407 1547 17,93 1895 1981 21,13 1976 18,04
(log2 UA)
$$§§T‘ 096 080 118 1,08 154 166 149 126 1,33
ccs- |MOYENNE | 1056 1404 1569 1813 1892 2003 2100 1967 18,04
(log2 UA)
ECART-
vl 079 079 123 100 136 131 130 096 1,04

STUDENT 0,12 0,40 0,16 0,14 0,46 0,22 0,31 0,35 0,49

[1.3. Analyse de I'effet « génération » et de |'effet «gge»

[1.3.1. Effet « génération »

Des brebis des générations 1 et 2 de la sélectimrgeénte ont été incluses dans
I'étude, que ce soit pour la lignée « CCS+ » corpag la lignée « CCS -». Comme l’illustre
lafigure9, il Ny a pas de différence significative des tallanticorps antif. gondiientre les
deux générations de brebis de la lignée « CCS+te aul'injection du vaccin S48. Une
analyse de variance effectuée date par date canfies résultats ; les valeurs de « p » sont

respectivement données dansaldeau 4 ; elles sont toutes comprises entre 0,15 et 0,85.
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Figure9. Comparaison de la réponse anticorps des brelgém&ration 1 et 2 de la lignée

« CCS+ » apres injection du vaccin S48
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En revanche, pour la lignée « CCS-», il existe ufiférence faiblement

significative de la production d’lgG suite a l'icfion vaccinale de Toxovax® entre les deux
générations de brebis de J30 a J65, c'est-a-dimaaaument ou la quantité d’anticorps dans le
sang est maximaleigure 10). En effet les brebis de la premiere générationdas taux
d’lgG anti-T. gondiisignificativement supérieurs a ceux des brebigéeration 2 a J30, J45
et J65. Cependant, de JO a J30 et de J91 a J36%,.alpas de difféerence significative entre
les deux générations. L'analyse de variance doemserdsultats consignés dans le tableau

suivant :
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Tableau 4. Titres en anticorps anfi-. gondiimoyens et écarts-type dans les deux générat

de chaque lignée de brebis et résultats de I'aeagsvariance a chaque date de prélévement

ions

30 37 | 315 | 322 [ 330 | 345 | 165 | 191 | 3365
. . |Moyenne | 1561 12972 15306 17,784 18,832 19,744 21,008 19,711 17,940
Génération | (log2 (UA))
1 :
Et;‘;“et 0,986 2,063 1,217 1,119 1506 1,826 1,427 1,312 1,239
CCS+ | Moyenne | 14935 13542 15637 18153 19,122 20214 21,075 19929 18,439
Génération | (log2 (UA)) |~ ' ' : : : ' ' '
2 Et;‘;“et 0,818 1,916 1,061 0965 1509 1,313 1,050 1,078 1,426
el @ P 0277 0343 0445 0231 0397 0231 0846 0462 0,157
variance
. . |Moyenne | 13453 13374 15760 18,338 19349 20,442 21369 19,877 18,293
Génération | (log2 (UA))
! E&Sret 0,909 1,473 1424 0826 1,388 1,386 1225 1,067 0,976
ccs- | Moyenne | ;5215 13754 15643 17,974 18598 19707 20,674 19525 17,834
Génération | (log2 (UA)) ' ' ' ' ' ' ' ' '
2 E&Sret 0,662 1,583 1,083 1,106 1259 1,163 1,266 0,854 1,067
analyse de * * *
Variae p 0,073 0,376 0,693 0,150 0,035* 0,040* 0029* 0,192 0,128

Figure 10. Comparaison de la réponse anticorps des brelgsmration de sélection 1 et

de la lignée « CCS- » apres injection du vaccin S48
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La figure 11 met en évidence les différences de productionGlagti-T. gondiientre
les animaux de la génération 1 et ceux de la géoéra, et notamment & J30, J45 et J65

apres la vaccination pour la lignée « CCS -».

Figure 11. Différence de sécrétion d’lgG anfi-gondiientre les deux générations d’animan
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11.3.2. Effet « pere »

Etant donné que nous avons mis en évidence unérathiffe de réponse entre les
deux générations dans la lignée « CCS -», notnaigre hypothese a été que cette différence
pouvait étre due a un ou plusieurs géniteurs. Aussiis avons étudié plus précisément
I'influence de l'origine paternelle dans cettenég. LeTableau 5 nous montre que les taux
moyens d’anticorps des brebis de la lignée « CCSomt relativement comparables.
Néanmoins, les filles des béliers 5, 6 et 7 sengjgent des autres. En effet, les filles du bélier
n°5 ont des taux d’lgG supérieurs a la moyennesaloe les filles des béliers 6 et 7 ont des
taux d'lgG inférieurs a la moyenne, notamment de d3J65 Figure 12). Une analyse de
variance confirme gu’il y a un effet pére a J30Q@9005**) et le test de Scheffé indique que

les péres responsables de cet effet sont les pebest 7 Figure 13).
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Tableau 5. Taux d'lgG antiT. gondiimoyen chez les filles de la lignée « CCS -» dedl3(

J370 apres l'injection vaccinale

NUméro Pére Moyenne EaT Moyenne E; Moyenne E; Moyenne EaT Moyenne ET a
a J30 330 a J45 345 a J65 365 aJol 391 aJ370 J370

120002040317722 | 19,19 1,41| 20,11 1,49| 20,85 1,31| 19,90 1,21| 1852 0,72
120002420007433 | 19,12 1,42| 2035 045| 21,32 058| 19,61 0,87| 1839 1,94
120002550423054 | 19,44 1,27| 1998 1,28| 21,02 1,23| 19,99 0,71| 17,92 113
12000311030504 5 |PIKII 1,40 IPARIE 1,01 JPZRREE 0,98 IPIRIEE 0,75 IR 0.90
12000386030501 6 | 18,24 0,62 1956 1,27| 20,72 1,07| 19,47 0,94| 1827 0,93
12000424020632 7 | 17,67 1,12| 1961 1,37| 20,07 0,75| 19,11 0,67| 17,00 0,80
12000440990546 8 | 18,86 0,35| 20,26 0,95| 21,36 1,00/ 19,29 0,73| 17,98 0,77
1200047802072510| 19,05 1,43| 1986 7,50| 21,51 8,01 1965 7,71| 17,74 7,21

Moyenne 19,03 20,13 21,12 19,68 18,05

ET = Ecart-type  Moyenne en log2 (UA)

Figure 12. Comparaison des taux d’'lgG aifiti-gondiides filles des béliers 5 et 7 par rapport

a la moyenne des brebis « CCS -»
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Figure 13. Comparaison des taux d’anticorps moyens des fikssdifférents béliers a J3Q
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Comme nous l'avons vu précédemment (B-1.1), legel®bnt a la fois des filles de
la premiére génération de sélection, mais ausk deconde. Cependant chaque pere n’a pas
exactement le méme nombre de filles dans chaquération. Par exemple le pere n°5, dont
les filles ont les taux d’'lgG les plus élevés atipate J30, a 6 filles dans le groupe de
premiere génération et aucune dans le groupe slectande ; le pére n°7, qui a l'inverse a des
filles dont les taux d’IgG sont les plus bas aipake J30, a davantage de filles de seconde
génération (7 contre 2 de la premiére). Ces difiéee de la composition des groupes d® 1
et 2™ génération, associées aux faibles effectifs adalysont probablement a I'origine des
différences qui ont été constatées sur la productianticorps entre les brebis de génération 1

et 2 de la sélection divergente.

Ces différences sont minimes et nous ne pouvons@adure de facon certaine a
I'existence d’'une différence de quantité d’anticogmti-T. gondii au moment ou la quantité

est maximale dans le sang, entre les animaux desg#nérations.

L’ensemble des données obtenues indique qu’il stexiprobablement pas de
différence de la production et de la persistance atgicorps anfi~. gondiia la suite de la

vaccination avec la souche S48, entre les brebs si&ection divergente sur les CCS.
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[1l. Discussion

La quantité d’lgG antiF. gondii de JO a J365 aprés I'administration de tachyzoite
vivants S48, ne different donc pas d'une lignéebdebis a l'autre. Les modalités de la
réponse immunitaire humorale ne sont donc pastéffie@ar la sélection génétique pour une
résistance accrue aux mammites. Or nous savondeguanticorps sont essentiels pour
bloquer I'entrée des parasites dans les cellulesocaus des infections suivant un premier
contact infectieux ou vaccinal. La sécrétion précdes anticorps a un réle primordial dans la
résistance de I'hdte a la toxoplasmose lors desfions ultérieures (Innes et al., 2007; Innes
and Wastling, 1995b; Wastling et al., 1995). Lastbn n’a donc probablement pas modifié
la capacité de réponse, et la résistance a la lmxopse des brebis, dans les conditions que
nous avons utilisées, comme lindiquent [l'utilieati de la souche vaccinale S48 et

I’évaluation de la réponse anticorps ainsi produite

I11.1. Le vaccin Toxovax induit une production d’anticorps

détectable pendant au moins un an

Apres la vaccination des agnelles avec des tactegeoivants S48, on observe le
développement de la réponse immunitaire accompadeda production d’anticorps moins
d’'une semaine aprés l'injection, puis une augmanmtaiapide du taux d’lgG anfi- gondii
Le pic d’anticorps est atteint aprés 2 mois enviidans les études précédentes (Buxton et al.,
1991; Buxton et al., 1993; Maley et al., 1997)titee maximal d’anticorps est atteint plus
précocement, entre 4 et 6 semaines apres I'admaiticst du méme vaccin. Ensuite, de 3 mois
jusqu’a 1 an aprés la vaccination, la diminution tdux d’anticorps est trés lente. Nos
observations confirment les données obtenues dengtldes précédentes (Buxton et al.,
1991; Buxton et al., 1993). En effet, dans ces d&uxles, la diminution du titre en IgG est
relativement forte entre 1&% et la 24™ semaine suivant la vaccination, avec une diminutio
d’'un facteur deux de la valeur de la densité ogtigRuis, de 24 a 80 semaines, le taux

d’anticorps est stable.

Lors de linfection de brebis naives par des patheg sauvages, la production
d’anticorps ne commence généralement que deux sBemaiprés l'ingestion des ookystes

sporulés. Puis, 'augmentation du titre IgG esspmlu moins rapide en fonction des études : le
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pic est atteint entre 5 semaines (Buxton et al931%®t 7 & 9 semaines apres l'infection
(Buxton et al., 1991; Buxton et al., 1989). La nép® immunitaire humorale est donc plus
longue a apparaitre que lors de l'injection de yaoltes vivants. Cependant, dans les trois
expériences que nous citons, les brebis étaietdrges d’environ 90 jours lors de l'infection.

Or, il a été montré que les capacités de réponseuitiiaire des femelles gestantes sont

modifiées.

Par ailleurs, la réponse induite par les souchegasges semble plus intense que celle
induite par les tachyzoites S48. En effet, lord’idgestion d’ookystes sporulés, le titre en
IgG au pic de la production d’anticorps est supgrid’environ 40% a celui induit par le
vaccin (Buxton et al., 1991; Buxton et al., 1993).

Dans notre étude, la lente diminution du taux @’lgnti-T. gondii apres avoir
atteint une valeur maximale, suggere gu’apres imsation avec le vaccin Toxovax®, la
protection des brebis contre la toxoplasmose esibii De plus, Buxton (Buxton et al.,
1993) montre que, méme si les taux d’anticorpsutardgs sont proches de ceux de brebis
naives plus de 7 mois apres l'injection vaccini@aerotection induite par les tachyzoites de la
souche S48 est toujours présente et efficace. i,Aphss de 7 mois apres la vaccination, la
mesure du titre en anticorps seule ne permet paawvar si un animal est protégé ou non
contre la toxoplasmose. Ceci est lié au rOle esdede la réponse a médiation cellulaire en
particulier durant la phase mémoire de la réponsaunitaire. Une évaluation de I'efficacité
de la réponse cellulaire spécifique au parakitgondii un an apres l'injection vaccinale nous
permettrait de connaitre plus précisément la ddeda protection conférée par les tachyzoites
de la souche S48.

[11.2. La sélection pour une résistance accrue aux mammsgene

modifient pas la réponse anticorps vis-a-vis d€&. gondii

La production d'anticorps équivalente dans les dégrées de brebis suggeére,
gu’'apres l'administration du vaccin Ovilis-Toxovax@ntervet), une réplication des
tachyzoites a eu lieu et a été suffisamment int@uae induire une réponse immunitaire
humorale. En effet, chez les animaux résistansstaxoplasmose, comme chez le rat Lewis,

I'infection est contrblée si précocement, notamnpartles macrophages, que non seulement
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la présence du parasite est indétectable dansahi@ge, mais il n'y a pas non plus de
production d’anticorps anfi- gondii(Cavailles et al., 2006; Sergent et al., 2005). ®aans
notre étude, si la production d'immunoglobulinege$t comparable, on peut supposer que les
tachyzoites produits étaient aussi en nombre ass@parable et suffisant pour induire la
réponse anticorps. Le protocole utilisé a été dapdinduire la production d’anticorps, mais
aussi tres probablement de stimuler la réponse mitaite cellulaire et ainsi permettre la
mise en place d’'une réponse immunitaire complétffetace, que ce soit dans la lignée de

brebis résistantes aux mammites, comme dans kédigansible.

Cependant, un dénombrement des tachyzoites dasente par PCRPolymerase
Chain Reactiohdans les dix jours suivant la vaccination aypaitmis de mieux évaluer si la
résistance dite naturelle, c'est-a-dire la capad@él’h6te a maitriser la réplication et la

dissémination du parasite au début de I'infectest,identique dans les deux lignées.

D’autre part, la sélection sur le critere CCS amerd’'obtenir deux lignées de brebis
avec des sensibilités aux mammites cliniques eclisudpes, trés difféerentes. Or, les
principaux agents responsables d’infections intesamaires chez les ovins sont les
staphylocoques. Ainsi, les brebis ont donc indeewnt été sélectionnées pour leur résistance
vis a vis d'un type de pathogene en particulies: dtaphylocoques. La lignée « CCS+ » est
sensible aux mammites et par conséquent aux stagggdes tandis que la lignée « CCS- »
est résistante. Les deux lignées de brebis n’omic dmas la méme capacité de réponse
immunitaire vis-a-vis des staphylocoques. La répansnunitaire sous le contréle génétique
de I'hoéte est différente d’'une lignée a l'autre.aNoins, les deux lignées de brebis
répondent de facon identique a l'agent de la tea@pbse, dans les conditions que nous
avons utilisées, a savoir I'utilisation de la sceistaccinale S48 et au moyen de I'évaluation
de la réponse anticorps. On peut donc supposelegu@écanismes communs aux réponses
immunitaires contre les staphylocoques et cohtmeoplasma gondine sont pas affectés par

la sélection génétique.

Cependant, une analyse de la réponse cellulairen gtarticulier de la production
d’'IFNy par les lymphocytes T CD4+, aurait permis, preeregnt, de confirmer qu’un des
mécanismes de la réponses immunitaire contre tgptagme, et qui est en partie commun a la
réponse vis-a-vis des staphylocoques, n'est péérelitt d’'une lignée de brebis a l'autre, et,
deuxiemement, d’évaluer l'efficacité du vaccin pinduire la production de ces effecteurs

qui participent largement a la protection cortrgondii
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Par ailleurs, lors de la production des ovins des@ection divergente pour une
résistance accrue aux mammites, les animaux orséététionnés en fonction des comptages
cellulaires somatiques. Comme le montrent les resté’évaluation (mammites cliniques,
abces dans le parenchyme mammaire et bactérioldgitst), la sélection est efficace. Elle a
donc un caractere relativement spécifique du pahegen question, c’est-a-dire des
staphylocoques.

Cependant, la sélection a porté sur un caractareqgdypique mesurable, les CCS, et
non sur un ou plusieurs genes, ni sur une modalééise de la réponse immunitaire. Ainsi
cette sélection met en jeu de nombreux génes, coftitnstre la figure 14. Lorsque
plusieurs genes sont impliqués, la probabilitétdfak une modalité de réponse immunitaire
préjudiciable pour I'animal, face a d’autres agenfsctieux que celui pour lesquels il a été
sélectionné, est probablement moindre. Dans leecddrnotre étude, la sélection pour la
résistance aux mammites n’a pas altéré la résstaiaemonchus contorty®feiffer, 2007),
ni celle aToxoplasma gondide la souche S48 comme le suggére I'analyse déplanse

humorale.

Figure 14. Les réponses immunitaires innées et acquisesafdes infections sont controlées
de maniére complexe et polygénique par des QTLarf@ative trait loci) codant a la fois
pour des genes de structures et de régulationgi@hd Mallard, 1999)

Production d’anticorps
Réponse humoral

Réponse a médiatior
cellulaire

Immunité
innée

Génotype de la réponseimmunitaire

Les résultats obtenus dans cette étude sont eme@unis. Effectivement, les brebis
« CCS- », résistantes aux mammites, répondentéswin des éleveurs et de la filiére laitiere
ovine. Aussi, l'objectif est d'appliquer cette s#len en élevage. Leur résistance aux
mammites a été prouvée (Rupp et al., 2009), et ekblesont pas pour autant plus sensibles a
55



d’autres pathogénes d'importance économique majenrélevage comme par exemple le
parasitisme digestif pdiaemonchus contorty®feiffer, 2007) ouroxoplasma gondigui est
une cause abortive non négligeable. Ainsi, la §élegour une meilleure résistance aux
mammites chez les ovins semble respecter tout &efaconditions qui avaient été énoncées
par Stear il y a quelques année déja, a savoiaikalilité, la durabilité et le caractére
souhaitable de cette sélection (Stear et al., 2001)

Par ailleurs, en ce qui concerne les craintes ®escpar la sélection génétique en
matiere de Santé Publique et de modification deetesibilité des animaux a cette maladie, la
réponse des deux groupes de brebis ayant les noamaesdéristiqgues apres I'administration du
vaccin S48, elles ne sont a I'heure actuelle pstifiges. Au contraire, sachant que les brebis
« CCS- » répondent de facon identique aux brel@€8+ » pour la production d’anticorps
lors de la vaccination avec des tachyzoites Séfjdacité du vaccin Toxovax® (Intervet)
n'est pas modifié par la sélection ; il permet arir® de protéger ces animaux contre la

toxoplasmose.

Le risque de contamination pour I'hnomme par ledisrele la lignée résistante, qui
est celle que I'on rencontrera le plus fréequemnaniélevage dans les prochaines années,
n'est pas plus élevé. Les brebis « CCS- » ne satorg certainement pas responsables d’'une
recrudescence de la toxoplasmose et elles ne peés@as de danger supplémentaire pour la

santé humaine, leur capacité de réponse n’étardl{gs, ni augmenté d’ailleurs.

[11.3. Evaluation du contrble génétigue de la réponse a la

vaccination contre la toxoplasmose

Des agnelles de deux générations de divergenc&té@nitilisées pour notre étude. En
général, lors de sélection divergente, il y a géleémnent un gain génétique et un
accroissement de l'effet sur les caractéres sélaudis durant 3 générations environ.
Cependant, pour la sélection pour une résistancei@@ux mammites, aucune différence
phénotypique entre la premiere et la deuxieme géoérde divergence n'a été observée,
pour les caracteres relatifs aux mammites qui ttheealués, a savoir la présence ou non de
mammites cliniques et d’abcés dans le parenchynmamadre, les CCS et les bactériologies
du lait. Il n’y a donc pas d’amélioration de laisé@nce aux mammites de la premiéere a la
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deuxiéme génération de divergence, ceci en relaiveas une différence trés élevée qui a été
produite dés la premiere génération grace au ghdigieux des géniteurs. Par conséquent il
n'y a probablement pas d’amélioration de la répansaunitaire contre les staphylocoques.
Les deux générations issues de la sélection onte nésistance/sensibilité contre les

staphylocoques assez semblable.

L’'analyse statistique des données a cependant miéviglence un effet lié a la
génération sur les taux d’'lgG afti-gondiichez les brebis de la lignée « CCS- », quoique de
maniere ponctuelle. En effet, les brebis de la géimd 1 ont des titres en anticorps plus
élevés que celles de la génération 2, de J30 api®s I'administration du vaccin S48, c’est-
a-dire au moment ou la concentration sanguine gooaps est maximale. Aucun effet dd a la
génération n’est mis en évidence chez les brebis dignée « CCS+ ». L'effet génération
observé dans la lignée « CCS- » semble lié enepartun effet pere. Effectivement, les
accouplements ont été réalisés de facon a ce caguehpere ait des filles dans chaque
génération. Cependant, en raison des aléas a cstayplee de la création de ces animaux, le
nombre de filles dans chaque génération n’est gasitireé. Or un des béliers dont les filles
ont les taux d’anticorps les plus élevés, notamniepartir de J30, n'a que des filles de
premiére génération. Inversement, les béliers demtfilles ont les plus faibles taux en
anticorps de J30 a J65, ont plus de filles darsetande génération. Ces déséquilibres sont

probablement a I'origine des différences entregiasérations de brebis « CCS- ».

Certains béliers ont donc une descendance chda guvduction d’anticorps est plus
élevée que chez d’autres lors de la vaccinatioversement, d’autres ont une réponse plus
faible. Ces résultats mettent en évidence une hilitéa individuelle de la réponse a la
toxoplasmose, mais aussi une certaine héritabilééla réponse humorale vis a vis, du

toxoplasme.

Il est habituellement admis que la sensibilité audsistance aux agents infectieux
résulte d’interactions entre différents genesatdironnement. Le contrdle de l'infection est
donc par essence multigénique. Cependant, dar@msedas, I'issue d’une infection peut étre
sous le contrdle d’'un faible nombre de genes wbue seul géne. C’est le cas de I'infection
toxoplasmique chez le rat, dont I'issue est coagdbar un locus uniqu&oxo 1 selon un
mode mendélien (Cavailles et al., 2006; Sergeat.eR005). Le (ou les) gene(s) impliqué(s),
qui est (sont) responsable (s) d’'une résistancepEaen a I'infection toxoplasmique et en

conséquence de I'absence de production d’anticorpst pas encore été identifie(s). Nous
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n'avons pas observé de situation comparable clseavims parmi les 131 brebis, nées de 15
béliers différents, chez qui la réponse vaccinalétéa détectée. La connaissance du gene
majeur chez le rat pourra ultérieurement permeibre identification et sa localisation dans
'espece ovine. Nous avons constaté la présenceedagrtaine variabilité de la réponse
anticorps, qui reste cependant faible. L'identifica des génes impliqués dans la résistance a
la toxoplasmose chez d'autres espéces que le tratptamment chez les ovins pourrait
permettre de faire progresser la connaissance pleyiEopathologie de la maladie en général.
La sélection d'ovins résistants a la toxoplasmosernait méme étre envisagee, si la
variabilité de la réponse est suffisamment graride eette sélection était rentable sur le plan

économique.

58



CONCLUSION

La cinétique de la production d’anticorps en régoasl’injection de tachyzoites
vivants de la souche S48, a permis de mettre efegee le fait qu'apres avoir atteint une
valeur maximale 60 jours apres la vaccination,itairtution du taux d’lgG antF. gondiiest
trés lente. Les anticorps sont toujours détectalnean apres la vaccination. Ainsi, le vaccin

Toxovax® (Intervet) confére une immunité durabl& btebis.

La comparaison des deux lignées de brebis soul@grait que les animaux de la
lignée « CCS- » ont les mémes titres et la mémetigue de production d'immunoglobulines
G anti-T. gondiique les brebis « CCS+ » apres I'administrationaddyzoites vivants S48.
Ces deux lignées de brebis, qui ont une différateaésistance trés significative face aux
infections par les staphylocoques, ont une réparese similaire vis-a-vis ddoxoplasma
gondii (souche S48), en ce qui concerne la réponse lalen@ette sélection, qui a porté sur
la capacité de réponse générale vis-a-vis de lestgrace a des criteres phénotypiques, et
non pas grace a la connaissance d'un géne ou ahoualité particuliere de la réponse
immunitaire, n’a pas altéré les capacités de répdesces animaux contre deux parasites tres
différents :Haemonchus contortuassocié essentiellement a une réponse THZxetplasma
gondii, qui induit préférentiellement une réponse de typ& ou la production d’IFiN est
protectrice.

Notre étude suggére qu’il existe une variabilité@ue de la réponse humorale
aprés vaccination a l'aide de tachyzoites vivamt8 8hez les ovins. Avec l'identification
récente du locu$oxo 1chez le rat qui contrdle l'issue de I'infectiorxéplasmique selon un
mode mendeélien, il est possible que la réponse imitaite vis-a-vis de la toxoplasmose fasse
I'objet d’études complémentaires dans I'espéce@vaiin d’augmenter la résistance globale

de cette espece vis-a-vis d’'un agent abortif majeur
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