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Résumé

L'extension de la résistance des nématodes gastro-intestinaux aux anthelmin-
thiques, récemment observée pour Haemonchus contortus, représente un réel
probléme et rend urgente la recherche de solutions alternatives comme la sélec-
tion d’animaux résistants aux helminthes. Tous les cas d’infestations expérimen-
tales mettent en évidence une variabilité individuelle importante dans les excré-
tions d’ceufs, discriminant bien les individus résistants et les individus sensibles,
ce qui permet d’envisager la sélection d’individus résistants dans les races étu-
diées. Toutefois, la méconnaissance des mécanismes de la réponse immunitaire
des ovins vis-a-vis de ces strongles reste un obstacle au développement de cette
sélection. Il est acquis que le niveau d’excrétion d’'ceufs de parasites dans les
matieres fécales représente un indicateur pertinent pour évaluer la résistance
d’un animal aux strongles. Ce critere a été examiné lors de la présente étude,
réalisée avec deux races ovines francaises, la Martinik Black Belly (résistante)
et la Lacaune (sensible). Les animaux ont été infestés par voie orale avec une
seule dose de 10 000 larves L, d’H. contortus. La réponse des ovins a fait |'objet
d’un suivi lors d’examens ante mortem et post mortem. Les résultats ont montré
clairement qu’au cours d’une primo-infestation par H. contortus il y avait une
différence significative entre les populations parasitaires (intensité parasitaire et
production d’ceufs) et entre certains parametres physiopathologiques (éosinophi-
lie sanguine et tissulaire) observés chez ces deux races ovines.

m Comment citer cet article : Benguesmia M., Hamiroune M., Chrétien A., Prévot F., Grisez C., Bergeaud
J.-P., Lacroux C., et al., 2020. Kinetics of infestation by Haemonchus contortus and response of resistant
(Martinik Black Belly) and susceptible (Lacaune) sheep breeds. Rev. Elev. Med. Vet. Pays Trop., 73 (2):
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(Kaplan et Vidyashankar, 2012). Récemment, les problémes posés par
ce nématode se sont encore accentués avec I'apparition chez certaines

Les infestations par les nématodes gastro-intestinaux comme Hae-
monchus contortus entrainent de grandes pertes économiques en
élevage des petits ruminants en raison des retards de croissance, des
pertes de poids, des troubles de la fertilité, des diminutions de la pro-
duction laitiére et des mortalités des jeunes animaux qu’elles générent
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populations d’H. contortus (en Australie, en Afrique du Sud, aux
Etats-Unis, en Uruguay, en Suisse, entre autres) d’une résistance a une
ou plusieurs classes d’anthelminthiques utilisés couramment : ben-
zimidazoles, imidazothiazoles, lactones macrocycliques ou dérivés
d’aminoacétonitrile (Bourdoiseau, 1992 ; Kotze et Prichard, 2016 ;
Bordes et al., 2020).

Afin de retarder I'apparition des résistances, il est urgent de déve-
lopper des méthodes alternatives a 'emploi de ces molécules de
synthese. L'utilisation d’animaux ou de races génétiquement résis-
tants a ce nématode en fait partie. Des différences de résistance a
H. contortus ont en effet été rapportées a maintes reprises entre des
races ovines (Bishop et Morris, 2007). De telles différences existent
aussi entre les individus d’une méme race, ce qui permet d’envisager
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la sélection des animaux les moins sensibles a I'infestation (Aguerre
et al., 2018). En France, plusieurs races ovines (Manech Téte Rousse,
Romane et Blanc du Massif Central) ont ainsi fait 'objet d’expérimen-
tations de faisabilité de la sélection génétique au cours des dernieres
années (Jacquiet et al., 2011).

Les mécanismes qui sous-tendent ces différences de sensibilité intra-
et interraciales ne sont pas bien connus. Terefe et al. (2007) montrent
que les animaux de race Martinik Black Belly (ou MBB) présentent,
des la primo-infestation, une plus grande résistance a H. contortus
que des animaux de race sensible. Ceci suggere une éventuelle parti-
cipation de la réponse immunitaire innée aux processus de régulation
précoce des infestations par H. contortus chez les MBB. C’est pour-
quoi une étude a été réalisée en 2010 par 'équipe de parasitologie de
I'UMR INRA/ENVT 1225 « Interactions hdtes - agents pathogenes »
afin d’étudier la différence entre les populations parasitaires et les
parametres physiologiques d’animaux de race Lacaune, sensibles, et
MBB au cours d’une primo-infestation par H. contortus. Ce travail a
fait I'objet d’'un mémoire de master (Benguesmia, 2010). Des études
similaires seront réalisées prochainement, suivant la méme métho-
dologie, en Algérie ol la question de la résistance des strongles gas-
tro-intestinaux (SGI) aux anthelminthiques a été déja documentée
(Bentounsi et al., 2003 ; Boulkaboul, 2008), y compris vis-a-vis de
molécules plus récemment développées comme le monépantel. Le but
de ces recherches sera d’identifier les races moins sensibles et de les
comparer aux races francaises MBB et Lacaune. C’est pourquoi il est
apparu opportun de présenter, dans un premier temps, une synthése
des résultats qui ont été obtenus avec les agneaux des races MBB et
Lacaune, permettant de caractériser les populations parasitaires les
infestant. Des analyses de physiopathologie complétent les criteres
parasitologiques.

B MATERIEL ET METHODES

Bien qu’achevée en 2010, cette étude a été réalisée en respectant la
charte nationale d’éthique et conformément au décret 2013-118 relatif
a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques dans un
établissement agréé. L'abattage des agneaux a été effectué par du per-
sonnel qualifié a la salle d’abattage des animaux de rente de I’Ecole
nationale vétérinaire de Toulouse en respectant I'étourdissement obli-
gatoire préalable a la mise a mort.

Animaux
Ovins Martinik Black Belly

Les ovins MBB représentent 'une des races ovines dites « a poils » ou
« sans laine » rencontrées aux Petites Antilles (Martinique, Guade-
loupe, etc.) et caractérisées par un ventre et des extrémités noirs. Ces
ovins ont ét¢ introduits aux Antilles & partir du XVe siecle. Ils des-
cendent trés probablement des moutons africains de la cote du golfe de
Guinée (Mahieu et al., 1997 ; Naves et al., 2001 ; Lacroux, 2006). Des
embryons de cette race ont ét¢ importés de Guadeloupe en métropole
par le centre de recherche de I'Institut national de la recherche agro-
nomique (INRA, domaine de la Sapiniére, département du Cher) dans
le but initial d’étudier la saisonnalité de la reproduction. Toutefois, la
MBB est également connue pour sa résistance aux infestations par
les nématodes gastro-intestinaux comme H. contortus (Gruner et al.,
2003). Les ovins MBB sont de petit 2 moyen format (40 a 65 kg) pour
une hauteur au garrot de 55 a 60 cm. La race est utilisée principale-
ment pour la production d’agneaux de petit gabarit.

Ovins Lacaunes

Les ovins Lacaunes, avec un effectif de 1,3 million de brebis, repré-
sentent environ un cinquiéme du cheptel ovin francais. IIs tirent leur
nom d’une commune située au milieu des monts de Lacaune dans

le département du Tarn, a la limite de I’Aveyron et de ’'Hérault. De
format moyen a lourd, la brebis Lacaune pese de 70 a 80 kg pour
une hauteur au garrot de 70 a 80 cm. Les males pesent 95 a 110 kg.
La race se caractérise par une téte fine au profil légerement busqué
et ’absence de cornes. Il existe deux rameaux en race Lacaune, I'un
spécialisé pour produire du lait, lautre pour produire de la viande.

Age, sexe et entretien des animaux

Létude a été conduite avec des agneaux de six mois d’age. Elle a
impliqué 16 agneaux de race MBB (9 males et 7 femelles), de pater-
nités connues, fournis par la station expérimentale INRA de la Sapi-
nicre, et 12 agneaux Lacaunes (8 males et 4 femelles) nés a I'Ecole
nationale vétérinaire de Toulouse, dont les paternités multiples
n’étaient pas connues. De leur naissance a I'autopsie (tableau I), ils ont
été maintenus a l'intérieur de batiments et alimentés avec du foin a
volonté et du concentré afin d’éviter toute infestation accidentelle. Un
traitement anthelminthique par voie orale (ivermectine Oramec Ovin
0,2 mg/kg, ayant une rémanence d’une semaine) a été administré 15
jours avant la primo-infestation pour s’assurer de I'absence de toute
contamination.

Parasites

Les larves d’H. contortus utilisées provenaient de 'isolat Humeau
isolé d’un élevage caprin dans la région du Quercy. Les larves infes-
tantes (L) ont été récoltées a partir de coprocultures des maticres
fécales d’ovins infestés expérimentalement. Les larves utilisées en
expérimentation avaient environ un a deux mois d’age et ont été
conservées au réfrigérateur dans des boites de cultures.

Dispositif expérimental

Les ovins ont été infestés par voie orale, avec une seule dose de
10 000 L;. Une telle dose est suffisante pour entrainer une réponse
chez I'hdte mais n’entraine pas de signes cliniques extrémes comme
la mort des animaux au cours de I'expérimentation. Les animaux ont
été divisés en six lots et le protocole expérimental décrit ci-dessous a
été suivi (figure 1) : infestation a J, de tous les lots sauf le lot témoin ;
prises de sang de tous les animaux encore présents a Jor 4350 d150
Jy, et )y ; examens coproscopiques a Jor 150 1go Jap 230 Jog €8 3505
abattage a J (lot témoin), J, (lot 1), J¢ (ot 2), J,5 (lot 3),J,, (lot 4) et
J3, (lot 5) postinfestation.

Les dates d’abattage ont été choisies en fonction de la biologie du
parasite : aJ 4» toutes les larves implantées devaient étre au stade 4 ; a
Jg,on commengait a voir les premiers vers immatures ; a J 15 la majo-
rité€ des vers devait €tre au stade immature ; a J,,, une grande partie
des vers devait €tre au stade adulte ; enfin, & I, tous les vers pré-
sents devaient étre au stade adulte. Lors de la répartition des agneaux
MBB dans les différents lots, certaines dates ont été privilégiées et un
nombre plus important d’animaux a ét€ mis dans le groupe : J;5 car,
selon Terefe et al. (2009), les différences de charges parasitaires sont
déja bien accentuées a cette date, et I afin de confirmer qu’a cette
date, les vers femelles sont plus petits chez les MBB que chez des
animaux de race sensible (Terefe et al., 2007).

Tableau |

Nombre et sexe des agneaux abattus selon la race au
cours d’une primo-infestation par Haemonchus contortus

Race Jo )y Jg Jis I J30
Lacaune 2 F 2M 2M TM;1TF TM;1F 2M
MBB 2F 1TM;1F 2M;2F 3M TM;1TF 2M;1F

F: femelle ; M : méle ; MBB : Martinik Black Belly



Examens ante mortem
Examen coproscopique quantitatif

Lexamen coproscopique est une technique courante pour le diagnos-
tic et I'évaluation du niveau d’infestation du mouton par H. contortus.
Le nombre d’ceufs de strongles par gramme de matieres fécales (OPG)
est évalué par la technique de McMaster, modifiée par Raynaud et
al. (1970). Un volume de 42 ml de solution saturée de chlorure de
sodium (densité = 1,19) a été ajouté a 3 g de feces. Le mélange obtenu
a été filtré avec une passoire a thé. Ensuite, une aliquote a été prélevée
pour remplir les cellules d’une lame de McMaster. Le comptage a été
effectué sous microscope optique au grossissement x 100.

Mesure de I’hématocrite

L’hématocrite est estimé a partir de sang collecté a la veine jugulaire
dans des tubes d’éthylenediaminetétraacétique (EDTA). L'analyse a
été réalisée dans la demi-journée suivant le prélévement afin d*éviter
I’hémolyse. Aprés homogénéisation, le sang a été prélevé dans des
tubes capillaires et centrifugé, permettant grace a une grille de lec-
ture d’établir le pourcentage de globules rouges (culot) par rapport au
volume de sang total.

Mesure du nombre total d’hématies, de I’hémoglobinémie,
du taux de réticulocytes et de I’éosinophilie sanguine

Ces mesures ont été réalisées par le service de biologie clinique de
I’Ecole nationale vétérinaire de Toulouse a partir des prélevements
de sang sur EDTA a l'aide d’un compteur hématologique (SYSMEX
Inst. ID. XT-2000iV-1).

Dosage du pepsinogene sanguin

Les concentrations de pepsinogéne sérique (marqueur biochimique
de I'inflammation) ont été évaluées selon la méthode décrite par
Dorny et Vercruysse (1998). Bricvement, un échantillon de sérum a
été acidifié avec de I'acide chlorhydrique et incubé une nuit a 37 °C
avec de I'albumine sérique bovine (BSA). La réaction a été arrétée
avec l'acide trichloracétique a 4 % et le mélange a été centrifugé a
14 000 tours/min pendant 5 min. Une partie de I'aliquote (surnageant)
a été ajoutée a 0,25 M d’hydroxyde de sodium et les plaques ont été
incubées a température ambiante avec le réactif de Folin pendant
30 min. La quantité de tyrosine libérée a été estimée par la densité
optique déterminée dans un lecteur de plaque a dosage immuno-
enzymatique sur support solide (ELISA, Dynatech ImmunoAssay
System) a 680 nm en utilisant une courbe standard de tyrosine. Les
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valeurs ont ét¢ exprimées en unité (U) ou milliunité (mU) de tyrosine
par litre de sérum.

Examens post mortem

Etude quantitative et qualitative de la population parasitaire
(bilans parasitaires)

Apres chaque abattage, les caillettes ont été rapidement isolées du
reste de I'appareil digestif et une incision a été faite sur la grande
courbure. Les vers ont été recherchés : a) dans le contenu de I'or-
gane (ainsi que dans les liquides de lavage des parois de celui-ci),
mais b) également dans la paroi de l'organe, afin de récupérer dans la
mugqueuse et de dénombrer les stades parasitaires non encore matures.
Pour cela, l'organe cible a été digéré dans une solution d’acide chlo-
rhydrique/pepsine (10 g de pepsine et 10 ml de HCI fumant a 35 %,
puis ajustement a 1 litre avec de I'eau distillée) pendant 6 heures a
37 °C. Le contenu de la caillette et le produit de la digestion ont été
filtrés a travers un tamis a mailles de 40 pm afin de retenir les él¢é-
ments parasitaires qui ont été préservés jusqu’a I'analyse par addition
d’un large volume d’éthanol a 70 %. Le volume a ensuite été ajusté a 2
litres par ajout d’éthanol a 70 % et le nombre total de vers a été estimé
dans une aliquote de 10 % (200 ml).

En parallele du nombre total de vers, une analyse qualitative de la
population de strongles a été réalisée en dénombrant les différents
stades parasitaires : larves L,, vers immatures méles et femelles,
vers adultes males et femelles. Cette analyse a permis d’établir le
pourcentage d’installation des vers ainsi que leur degré de dévelop-
pement. De plus, pour chaque échantillon collecté entre J,; et I, 11
a 36 femelles adultes ont été prélevées de maniere aléatoire et leur
longueur a été mesurée.

Infiltration cellulaire de la muqueuse abomasale
(décompte des éosinophiles)

Apres l'abattage des animaux, des tissus de la paroi de la caillette en
régions fundique, intermédiaire et pylorique ont été prélevés avec un
scalpel et traités comme suit : a) les échantillons de tissus ont été plon-
gés dans une solution de formaldéhyde a 10 % tamponnée jusqu’a leur
fixation ; b) aprés déshydratation dans des bains successifs d’alcool
de degrés croissants et de toluene (cycle automatisé complet de 18
heures), les échantillons ont été inclus en paraffine ; c) des coupes
de 3 um d’épaisseur ont été réalisées a partir des blocs a I'aide d’'un
microtome (Microm, France) et récupérées sur des lames prétraitées

Jo Ia Js Jis Jig I Jas J2s J30
1 1 1 1 1 1 1 1 1
PS + copro 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Lot témoin P abattage | : | i i : | i
1 1 1 1 1 1 1 1 1
PStcopro  P§ | | | I I | |
Lot 1 ®——— Piabattage | : i : : i :
1 1 1 1 1 1 1 1 1
PS{copro  P§ P$ | | i i i i
lot2 @& — @ —  piabattage | | I I | |
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
PSiCOprO PIS P? PS T copro ! : : : :
Lot3 ¢ * IOk b :
PS + copro PS5 P$ PS+ copro \ PS ¥ copro ; : :
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Lot 4 9 ? ? .’ IO—»: abattage ! !
PS ':' copro PIS P':‘L PS ';' copro : PS +Ir copro cclooro coolro PS alt copro
1
Lot 5 ® ° ° abattage
1 1 1 1
1 1 1
1 1 1

*

=

Figure 1 : protocole expérimental mis en place chez des agneaux des races Martinik Black Belly et
Lacaune infestés par Haemonchus contortus ; PS : prise de sang ; copro : examen coprologique.
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(lames Superfrost+, Labonord, France) ; et d) des coupes histolo-
giques ont été ensuite colorées selon le protocole classique d’Héma-
lun-éosine (Terefe et al., 2009).

Les éosinophiles ont été comptés au grossissement x 400 et les
résultats ont été exprimés par la somme du nombre d’éosinophiles
observés dans cinq champs microscopiques, sélectionnés de maniere
aléatoire, par couche histologique (sous muqueuse, lamina propria
et position intra épithéliale) et pour chaque région anatomique de la
caillette (région fundique, pylorique et intermédiaire entre fundus et
pylore).

Analyses statistiques

Compte tenu de la taille des groupes expérimentaux, les analyses
statistiques ont consisté en des tests non paramétriques uniquement :
les comparaisons de valeurs en hématologie a une date précise et les
comparaisons de taille de vers femelles ont été réalisées avec le test
de Kruskall-Wallis a I'aide du logiciel Systat.

B RESULTATS

Résultats ante mortem
Comptage des ceufs dans les matiéres fécales

Lexcrétion d’ceufs a débuté plus tot et les quantités ont été plus élevées
chez les Lacaunes (J,¢) que chez les MBB (J,5). A J5;, I'excrétion des
ceufs chez les Lacaunes était 17 fois plus élevée que chez les MBB
(figure 2).

Cinétique des mesures d’hématocrite

Chez les MBB, le taux d’hématocrite a été inférieur a celui des
Lacaunes avant I'infestation (p < 0,05). Dans les deux races, une
baisse a ét€ enregistrée des J, s (diminution de 24 % pour les Lacaunes
et de 19 % pour les MBB entre J, et J;). A partir de J,,, les hémato-
crites sont devenus presque similaires dans les deux races (figure 3).

OPG
7000
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—e—Llacaune —o—MBB
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Figure 2 : intensité d’excrétion des ceufs (nb. d’ceufs / g de féces
ou OPG) au cours d’une primo-infestation par Haemonchus
contortus chez des agneaux Martinik Black Belly et Lacaunes.
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Figure 4 : nombre total d’hématies au cours d’une primo-infes-
tation par Haemonchus contortus chez des agneaux Martinik
Black Belly et Lacaunes.

Cinétique du nombre total d’hématies et de I'hémoglobinémie

Le nombre total d’hématies et I'hémoglobinémie ont diminué chez les
deux races des J |5 (figures 4 et 5). La baisse entre J; et I, a ét€ plus
importante chez les Lacaunes que chez les MBB pour le nombre d’hé-
maties (respectivement -33 % et -20 %) comme pour I’hémoglobiné-
mie (respectivement -30 % et -18 % ; différences non significatives).

Cinétique de I’éosinophilie sanguine

La mesure de I'éosinophilie sanguine a montré une hausse chez les
MBB survenant des J,, avec un pic a J;5 (800 €osinophiles/l soit
4.5 fois le niveau initial) (figure 6). Chez les Lacaunes, 'augmenta-
tion n’a €t€ constatée qu'a J; (valeur maximale a 230 €osinophiles/uL
soit seulement 1,9 fois le niveau initial). A partir de J,5,il y a eu une
nette diminution de 'éosinophilie pour les deux races. L'éosinophilie
sanguine a atteint des valeurs inférieures au seuil initial a J,, et I,
chez les Lacaunes tandis qu’elle s’est maintenue a des niveaux supé-
rieurs au niveau initial chez les MBB jusqu'a J,,. En bilan, ’éosino-
philie sanguine a €t€ significativement plus importante aJ, (p < 0,05),
Jo(p<0,01),J;5 (p <0,01) et J,, (p <0,05) chez les MBB que chez
les Lacaunes. Le tres petit nombre d’individus encore présents a J5,
relativisait I'intérét d’un test statistique.

Cinétique du taux de réticulocytes

Entre J, et J 5, le taux de réticulocytes a ét€ Iégerement supérieur chez
les MBB que chez les Lacaunes (figure 7). A partir de J, |, une hausse
trés importante du taux moyen de réticulocytes a été constatée chez
les Lacaunes mais cette hausse était due a un seul individu. Le taux
de réticulocytes est resté stable chez les MBB.

Dosage du pepsinogene sanguin

Entre J, et Iy, les valeurs du pepsinogene sanguin ont toujours été
plus élevées chez les MBB que chez les Lacaunes, avec un pic dans
les deux races a J (figure 8). A J; et ], 5, les différences entre races ont
été significatives (respectivement p = 0,025 et p = 0,01).
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Figure 3 : cinétique de I’'hématocrite au cours d’une primo-infes-
tation par Haemonchus contortus chez des agneaux Martinik

Black Belly et Lacaunes.
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Figure 5 : cinétique de I’'hémoglobinémie au cours d’une primo-
infestation par Haemonchus contortus chez des agneaux Marti-
nik Black Belly et Lacaunes.
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Figure 6 : cinétique de "éosinophilie sanguine au cours d’une
primo-infestation par Haemonchus contortus chez des agneaux
Martinik Black Belly et Lacaunes.
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Figure 7 : cinétique du taux de réticulocytes au cours d’une

primo-infestation par Haemonchus contortus chez des agneaux
Martinik Black Belly et Lacaunes.
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Figure 8 : dosage du pepsinogene au cours d’une primo-infes-
tation par Haemonchus contortus chez des agneaux Martinik
Black Belly et Lacaunes.

Résultats post mortem
Nombre total de vers

Aucun ver n’a été retrouvé dans les lots témoins. En moyenne sur
toute I’étude, le pourcentage d’installation d’H. contortus, par rapport
au nombre de larves inoculées, a été de 28,1 % chez les Lacaunes et
de 9,3 % chez les MBB. Le ratio « nombre de vers retrouvés chez
les Lacaunes par le nombre de vers retrouvés chez les MBB » était
compris entre 1,7 et 2,6 entre J 4et]s mais il est passé a 54 a Jy et a
8,3 aly, (figure 9).

6000
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Stades du parasite

AJ,, on ne retrouvait que des L,. A Jg et aJ 5, les proportions des dif-
férents stades étaient rigoureusement identiques dans les deux races.
En revanche, a J,,, une plus grande proportion de vers adultes a été
observée chez les Lacaunes (95 %) que chez les MBB (41 %). Toute-
fois, & I, les proportions de vers adultes n'ont plus différé entre les
deux races (figure 10).

|l Larves L4 Immatures Adultes

L MBB L MBB L MBB L MBB L MBB

130

Jo Ja 18 J15 J21

Figure 10 : proportions des différents stades retrouvées a l’au-
topsie au cours d’une primo-infestation par Haemonchus contor-
tus chez des agneaux Martinik Black Belly et Lacaunes.

Longueur moyenne des femelles adultes

La mesure de la taille des femelles d’H. contortus récoltées a 21 et 30
jours postinfestation a révélé des différences nettes entre les races :
les femelles récoltées chez les MBB étaient significativement plus
petites (p < 0,001) que celles récoltées chez les Lacaunes (respective-
ment -26 % a J,, et-32 % a J,,) (tableau II).

Infiltration cellulaire de la muqueuse abomasale (éosinophiles)

De trés rares éosinophiles ont été observés dans la muqueuse de la
caillette des agneaux témoins, et ce, quelle qu’ait été la race ou la
région anatomique de l'organe (figure 11). Dans la région du fundus,
le recrutement des €osinophiles débute des J, chez les MBB, alors
qu’il est retardé a Jy chez les Lacaunes (figure 11A). Par la suite et
durant toute la période d’étude, I'infiltration éosinophilique semble

Tableau 11

Longueur moyenne des femelles Haemonchus contortus
adultes récoltées dans les agneaux abattus a J,, et ],

Race ) J30
Lacaune 14,5 +/-2,8mm (n=64) 17,85 +/-2 mm (n=51)
MBB 9,7 +/-19mm (n=53) 12,36 +/- 3,1 mm (n = 40)

MBB : Martinik Black Belly

MW Race Lacaune
5000

W Race MBB

4000

3000

2000

Nombre de vers

1000 I [
0 -
Jo la 18

J15 J21 130

Figure 9 : nombre total de vers retrouvés a I"autopsie au cours d’une primo-infestation par
Haemonchus contortus chez des agneaux Martinik Black Belly et Lacaunes.
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plus prononcée chez les MBB que chez les Lacaunes, la différence
étant particulierement nette a J;. La présence d’éosinophiles en
position intraépithéliale n’a €t€ significative qu’a J;s. Dans la région
intermédiaire (figure 11B), des résultats similaires ont été observés
avec néanmoins un recrutement €osinophilique plus prononcé des J,
chez les MBB. Dans la région du pylore (figure 11C), tres peu d’éosi-
nophiles ont été observés précocement (J, et J,) tandis qu'ils ont été
nombreux, y compris en position intraépithéliale a J 5, dans les deux
races. A J,, et J5, une forte diminution du nombre d’€¢osinophiles a
ét€ notée chez les Lacaunes tandis que leur nombre a augmenté a J,,
chez les MBB et s’est maintenu a des niveaux assez €levés a J, dans
cette race.

M DISCUSSION

Le protocole expérimental a été mis en place afin de comparer le
degré d’installation et de développement du parasite Haemonchus
contortus durant les trente premiers jours d’'une primo-infestation
entre des animaux d’une race résistante (MBB) et des animaux d’une
race sensible (Lacaune). La détermination de divers parametres phy-
siopathologiques (hématologie, marqueur biochimique de I'inflam-
mation et recrutement des éosinophiles dans la caillette) a complété
ces premicres données parasitologiques. La priorité a été donnée a
la cinétique de I'infestation parasitaire et des réponses de I'hdte car
c’est la premiere étude de ce type dans notre modele de comparai-
son de race résistante/race sensible a H. contortus. Dans les études
précédentes (Terefe et al., 2007 ; 2009), seules certaines dates sont
prises en compte, rendant impossible toute vision globale sur le pre-
mier mois d’une primo-infestation. La priorité a la cinétique explique

250,00
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200,00
150,00
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50,00
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e e v
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H Intra-épithéliale

le nombre limité d’individus par date (J, J;, Jg, J 5.5, €t J,) dans les
deux races, ce qui a bien évidemment limité nos possibilités d’ana-
lyse statistique (utilisation de tests non paramétriques uniquement),
notamment pour les comparaisons des données enregistrées post
mortem. Enfin, le petit noyau MBB de I'Unité expérimentale de la
Sapiniere du département de génétique animale de I'INRA n’a pas
permis de fournir de gros effectifs d’agneaux pour les expérimen-
tations. Le pari a été fait de mettre en évidence des différences tres
nettes entre les deux races, rendant ainsi interprétables des comparai-
sons entre des lots de tres petite taille.

Les résultats ont indiqué que les agneaux MBB étaient plus résis-
tants & H. contortus que les agneaux Lacaunes au cours d’une primo-
infestation. Des différences trés marquées de précocité et d’intensité
d’excrétion d’ceufs dans les matieres fécales ont été observées. Elles
s’expliquaient a la fois par un plus faible nombre de vers installés, un
retard de développement (bien net a J,,) et une taille réduite des vers
femelles a I, et & Jy, chez les MBB. Cette réduction de la taille des
vers femelles chez des animaux résistants a déja été retrouvée dans
cette race MBB (Terefe et al., 2007) ainsi que dans d’autres races
ovines résistantes, comme les moutons & poils des Canaries (Gonza-
lez et al., 2008). Elle est une manifestation importante de I'immunité
des ovins lors d’infestations par les strongles gastro-intestinaux (Stear
et al., 1999).

Les résultats des mesures hématologiques indiquent également des
différences entre les animaux des deux races. Avant I'infestation,
le taux d’hématocrite des MBB a été significativement inférieur a
celui des Lacaunes soulignant ainsi les différences entre races que
l'on peut observer sur ce parametre. Dans les deux races, I'infestation

J21 130
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Figure 11 : nombre moyen d’éosino-
philes retrouvés en histologie au cours

50,00
0,00

Nb. moyen d'éosinophiles

L. MBB L
J0

d’une primo-infestation par Haemon-
chus contortus chez des agneaux Marti-
nik Black Belly (MBB) et Lacaunes (L).
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par H. contortus s’est traduite par une baisse de I’hématocrite des
J|5» au moment ot le caractére hématophage de ce nématode est bien
en place. Toutefois, la baisse de I'hématocrite a été significativement
plus importante chez les Lacaunes que chez les MBB entre J et J5.
En parallele, une baisse significativement plus importante du nombre
total d’hématies par millimetre cube et du taux d’hémoglobine chez
les Lacaunes que chez les MBB a été notée sur la méme période.
En conséquence, les différences de populations parasitaires entre les
races se traduisent par un impact plus important sur les parametres
hématologiques des individus, les agneaux de race sensible montrant
une anémie plus prononcée (Gonzalez et al., 2008). Une élévation
drastique du taux moyen de réticulocytes, cellules précurseurs des
hématies dont I'accroissement du taux dans le sang circulant indique
que la moelle osseuse est davantage stimulée pour compenser les
pertes, a été notée chez les Lacaunes a Iy Toutefois, cette augmen-
tation est & nuancer car il ne restait plus que deux agneaux Lacaunes
(les autres ayant été abattus les jours précédents). Le résultat obtenu
était donc ddi a un seul animal dont le taux est passé de 0,3 a2 %
entre J,, et Iy, tandis que le second individu du groupe a conservé
des valeurs stables. Cette observation mériterait d’étre approfondie
sur un plus grand nombre d’animaux et sur une plus longue période
d’observation. II serait intéressant de réaliser un suivi cinétique apres
13, des réticulocytes.

Linfestation par H. contortus s’est traduite également par une aug-
mentation du nombre d’€osinophiles circulant entre J et J; 5 dans les
deux races mais a des degrés différents. Ce recrutement d’éosino-
philes sanguins a été particulierement intense chez les agneaux de
race résistante. Ce caractere avait déja été retrouvé dans les études
sur MBB (Terefe et al., 2007 ; 2009), mais également dans d’autres
races résistantes (Gonzalez et al., 2008 ; Shakya et al., 2009). Une
diminution du nombre d’éosinophiles sanguins a été observée dans
les deux races entre J 5 et J;, mais elle a €€ plus prononcée chez les
agneaux de race sensible. L'apparition d’un grand nombre d’€éosino-
philes dans le sang a été suivie par le recrutement de ces cellules dans
la muqueuse abomasale parasitée. Dans la région du fundus, 13 ou
les larves L, s'implantent avant de muer en larves L, le recrutement
a sembl¢ plus précoce (J,) et plus intense (a Jg) chez les MBB. Ce
résultat est particulierement intéressant car il n’a jamais été retrouvé
dans les études antérieures (Terefe et al., 2007 ; 2009) ni dans d’autres
modeles d’étude de la résistance dans lesquels les animaux sont
abattus bien plus tard (Amarante et al., 2005).

Au bilan, les mécanismes assurant le recrutement de ces cellules dans
la muqueuse ont semblé plus précoces sinon plus performants chez les
MBB que chez les Lacaunes. Le protocole suivi ne permet toutefois
pas d’expliquer cette différence, mais il est possible de formuler un
certain nombre d’hypothéses (Rothenberg et Hogan, 2006) : une pro-
duction locale plus importante de Iinterleukine ou d’éotaxine chez
les MBB assurant une plus grande chémotaxie des €osinophiles vers
les muqueuses parasitées, une meilleure expression des intégrines a la
surface de I'éosinophile des MBB assurant un recrutement plus facile a
partir des capillaires de la muqueuse ou bien une production différente
de facteurs inflammatoires comme les leucotrienes qui participent
au recrutement local des éosinophiles. Dans la région pylorique, le
recrutement des éosinophiles est apparu de fagon retardée car les
larves se sont développées dans un premier temps dans le fundus,
région riche en glandes dans lesquelles s’effectuent les mues Ly-L,
tandis que les vers immatures migrent progressivement sur toute la
surface de I'organe a partir de J;. Le comptage des éosinophiles dans
la muqueuse a également montré des valeurs légerement plus élevées
dans le pylore que dans les autres régions de la caillette (fundus et
région intermédiaire). Terefe et al. (2009) trouvent des résultats simi-
laires a J, 5. Compte tenu du faible nombre de larves utilisées dans les
infestations expérimentales (une seule « dose » de 10 000 L,), il n’a
pas été possible de retrouver des larves dans les coupes histologiques,

Infestation de deux races ovines par Haemonchus contortus

et I'interaction in vivo entre éosinophiles et parasites n’a pas pu
étre observée.

Le dosage du pepsinogene sanguin a montré une élévation importante
dans les deux races des J, pour les MBB, avec un pic de J. g alJ 15 c’est-
a-dire au moment ol I'essentiel des vers a mué du stade L, au stade
immature et quitté les glandes de la caillette. Cette mesure est un
reflet de I'intensité des 1ésions occasionnées par la présence de néma-
todes dans la région fundique de la caillette des ruminants (Dorny et
Vercruysse, 1998). On peut donc considérer que ces 1ésions inflam-
matoires sont plus prononcées chez les MBB que chez les Lacaunes
aune méme date (J; ou J ). Cette observation va dans le méme sens
que le comptage des éosinophiles dans la muqueuse : tout se passe
comme si 'environnement de la caillette des MBB était plus hostile
au parasite que celui de la caillette des Lacaunes. On peut envisager
également que I'intensité supérieure des Iésions de la muqueuse chez
les MBB soit la conséquence d’un recrutement plus précoce et plus
intense en éosinophiles, ces derniers libérant alors plus de média-
teurs inflammatoires (radicaux libres et leucotrienes) toxiques pour
les cellules de la muqueuse abomasale (Jacobsen et al., 2007).

B CONCLUSION

Les résultats de cette étude confirment I'importance de l'atteinte et
la sensibilité de la race Lacaune a des strongles gastro-intestinaux
par rapport a la race MBB. Au cours d’une primo-infestation par H.
contortus, les mécanismes assurant le recrutement des cellules immu-
nitaires dans la muqueuse sont plus précoces et plus performants chez
les MBB que chez les Lacaunes. Ces résultats mériteraient d’étre
approfondis sur un plus grand nombre d’animaux et pendant une plus
longue période d’observation. Il serait également intéressant de réa-
liser des examens complémentaires afin de confirmer les réponses
immunitaires obtenues. D’autres études pourraient enfin s’attacher a
évaluer les effets a long terme d’une sélection d’ovins résistants a H.
contortus sur leur production et leur résistance a d’autres pathogenes,
et a déterminer le risque d’une éventuelle adaptation des parasites
aux hotes résistants. Une étude préliminaire sera ainsi menée pour
la premiere fois en Algérie sur des agneaux de deux races, Ouled
Djellal (qui représente 63 % de la population ovine algérienne du
fait de sa grande robustesse [Lafri et al., 2014]) et Rembi, qui seront
infectés par H. contortus suivant le protocole expérimental décrit ci-
dessus. La résistance de ces races aux strongles gastro-intestinaux n’a
pas encore fait l'objet d’études mais il est envisagé que les résultats
soient, sur ce point précis, similaires a ceux des races francaises, ce
qui permettrait de répondre aux problemes d’élevage que celles-ci
rencontrent.
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Resumen

Benguesmia M., Hamiroune M., Chrétien A., Prévot F., Grisez
C., Bergeaud J.-P., Lacroux C., Trumel C., Geffre A., Harhoura
K., Aissi M., Jacquiet P. Kinetics of infestation by Haemonchus
contortus and response of resistant (Martinik Black Belly) and
susceptible (Lacaune) sheep breeds

The extension of resistance of gastrointestinal nematodes to
anthelmintics, recently observed in Haemonchus contortus,
represents a real problem and makes it urgent to find alternative
solutions such as the selection of helminth-resistant animals.
All cases of experimental infestations show significant individ-
ual variability in egg excretion, allowing good discrimination

Benguesmia M., Hamiroune M., Chrétien A., Prévot F., Grisez
C., Bergeaud J.-P., Lacroux C., Trumel C., Geffre A., Harhoura
K., Aissi M., Jacquiet P. Cinética de infestacion por Haemon-
chus contortus y respuesta de razas de ovejas resistente (Mar-
tinik Black Belly) y sensible (Lacaune)

La extension de la resistencia de los nematodos gastrointes-
tinales a los antihelminticos, recientemente observada para
Haemonchus contortus, representa un real problema y hace
urgente la bisqueda de soluciones alternativas, como la selec-
cion de animales resistentes a los helmintos. Todos los casos
de infestaciones experimentales destacan una variabilidad



between resistant and susceptible individuals, which enables
selecting resistant individuals in the studied breeds. However,
the lack of knowledge on immune response mechanisms in
sheep worms is an obstacle to the development of this selec-
tion. It is known that the excretion level of parasite eggs in
feces is a relevant indicator for assessing the resistance of an
animal to worms. This criterion was examined in the present
study carried out with two French sheep breeds, the Martinik
Black Belly (resistant) and the Lacaune (sensitive). The sheep
were infested orally with a single dose of 10,000 L, larvae of H.
contortus. The sheep response was monitored during antemor-
tem and postmortem examinations. The results clearly showed
that during a first H. contortus infestation there was a significant
difference between the parasite populations (parasite intensity
and egg production) and between certain pathophysiological
parameters (blood and tissue eosinophilia) observed in the two
sheep breeds.

Keywords: Lacaune, Martinik Black Belly sheep, Haemon-
chus contortus, resistance to anthelmintics, immune response,
nematode infections, experimental infection

Infestation de deux races ovines par Haemonchus contortus

individual significativa en las excreciones de huevos, discri-
minando claramente entre individuos resistentes e individuos
sensibles, lo que permite considerar la seleccién de individuos
resistentes en las razas estudiadas. Sin embargo, la ignoran-
cia de los mecanismos de la respuesta inmune de las ovejas
frente a estos estrongilos sigue siendo un obstaculo para el
desarrollo de esta seleccién. Es bien conocido que el nivel de
excrecion de los huevos de parasitos en las heces representa
un indicador relevante para evaluar la resistencia de un ani-
mal a los estréngilos. Este criterio fue examinado durante el
presente estudio, llevado a cabo con dos razas de ovejas fran-
cesas, Martinik Black Belly (resistente) y Lacaune (sensible).
Los animales se infestaron por via oral con una dosis Gnica de
10 000 larvas de L, de H. contortus. La respuesta de las ovejas
fue seguida mediante exdmenes ante mortem y post mortem.
Los resultados mostraron claramente que durante una infec-
cién primaria con H. contortus hubo una diferencia significa-
tiva entre las poblaciones parasitarias (intensidad del parasito
y produccion de huevos) y entre ciertos pardmetros fisiopa-
tolégicos (eosinofilia en sangre y tejidos) observados en estas
dos razas de ovejas.

Palabras clave: ovino Lacaune, Martinik Black Belly, Haemon-
chus contortus, resistencia a los antihelminticos, respuesta
inmunoldgica, infecciones por nematodos, infeccién experi-
mental
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