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Introduction générale

Le cheptel ovin francais compte 7,1 millions d’individus dont 3,8 millions de brebis allaitantes et
1,6 million de brebis laitieres (Idele, 2018). Les cheptels laitiers sont principalement élevés dans trois
bassins de production (le rayon Roquefort, les Pyrénées-Atlantiques et la Corse) alors que le cheptel
allaitant est plus dispersé sur I’ensemble du territoire. L’élevage ovin est surtout pratiqué dans des
zones difficilement valorisables et repose souvent sur le paturage. Les animaux sont donc exposés aux
strongles gastro-intestinaux (SGI) qui représentent I’une des principales contraintes pour 1’élevage

ovin.

11 est difficile de chiffrer précisément le colt économique du parasitisme gastro-intestinal. Les pertes
de production observées peuvent résulter de la combinaison de plusieurs facteurs : parasitisme gastro-
intestinal, stress nutritionnel, mode de gestion du troupeau ou d’autres maladies par exemple.
Cependant, les estimations s’¢élévent toujours a plusieurs millions d’euros par an pour la filiére ovine.
Par exemple, le colt annuel du parasitisme gastro-intestinal a été estimé a 84 millions de livres au
Royaume-Uni (Nieuwhof and Bishop, 2005) et a 372 millions d’euros pour la filiére ovine allaitante a
I’échelle européenne (Mavrot, 2016). Ces chiffres s’expliquent d’une part par le colt des traitements
anthelminthiques et la charge de travail supplémentaire pour I’éleveur et d’autre part par les
importantes pertes de production. En Australie, plus de 60% du colit annuel du parasitisme estimé a

222 millions de dollars est di aux pertes de production (McLeod, 1995).

La gestion des SGI repose classiquement sur 1’utilisation de traitements anthelminthiques. Cependant,
I’utilisation massive de ces molécules a conduit au développement et a la propagation de résistance
parasitaire a la plupart des familles de molécules anthelminthiques disponibles dans différentes régions
du monde (Jabbar et al., 2006). Elle souléve également des inquiétudes du fait de 1’impact
environnemental de certaines familles d’anthelminthiques qui affecteraient la faune du sol. Cette
situation couplée aux restrictions réglementaires pour 1’usage des traitements anthelminthiques méne
les éleveurs vers des impasses thérapeutiques, en particulier dans la filiére laitiére. De plus, les attentes
sociétales de ces derniéres années aménent de plus en plus les agriculteurs a se tourner vers des modes
d’élevage respectant les principes de 1’agroécologie, plus respectucux de 1’environnement et du bien-
étre animal et encourageant une réduction des intrants dont les traitements anthelminthiques font

partie.

D’importants efforts de recherche portent sur les stratégies qui pourraient étre mises en place pour une
gestion durable du parasitisme gastro-intestinal. Méme s’il n’est pas envisageable de se priver

totalement des traitements anthelminthiques, une utilisation plus raisonnée permettrait de limiter le

13



développement des populations de strongles gastro-intestinaux résistants. De nouvelles stratégies
pourraient étre employées par 1’éleveur qui ne traiterait alors que les animaux les plus sensibles ou
choisirait les meilleurs moments pour traiter ses animaux. Cependant cela nécessite un suivi régulier et
individuel des animaux, ce qui représente une lourde charge de travail. De plus, certains modes de
gestion des patures permettraient de limiter le contact entre les parasites et les animaux (Stear et al.,
2006). Un autre axe de recherche porte sur [’amélioration de la résistance de 1’hote. Jusqu’a présent,
les tentatives de développement d’un vaccin n’ont pas permis d’assurer une protection durable a 1’hote
(Matthews et al., 2016). Cependant, les études portant sur I’alimentation de 1’héte, notamment une
supplémentation en protéines, ont démontré I’efficacité de cette stratégie (Steel, 2003). Enfin, la
sélection génétique pour une meilleure résistance aux nématodes gastro-intestinaux fait partie des
stratégies les plus prometteuses. L’ existence d’une variabilité inter races et d’une variabilité intra race
en partie sous controle génétique laisse penser qu’il est possible de sélectionner les animaux pour leur

résistance aux SGI (Bishop and Morris, 2007).

Des programmes de sélection basés sur des mesures de résistance en infestation naturelle ont été mis
en place avec succes dans plusieurs grands pays d’élevage ovin (Bishop and Morris, 2007). En France,
les niveaux de contamination des patures pouvant varier d’une année a I’autre selon les conditions
climatiques, une sélection en conditions naturelles parait difficile. De plus, I’organisation pyramidale
des schémas de sélection permet de diffuser le progres génétique réalisé au sein du noyau de sélection
vers I’ensemble des ¢levages. Ceci a conduit les équipes de recherche a développer un protocole
d’infestation expérimentale permettant d’évaluer la résistance au nématode Haemonchus contortus des
béliers candidats a la sélection. Il a ét¢ démontré qu’il existe (i) une corrélation proche de 1 entre la
résistance en conditions expérimentales et en conditions naturelles et (ii) une tres forte corrélation
entre résistance a H. contortus et Trichostrongylus colubriformis (Gruner et al., 2004a ; Gruner et al.,
2004b). L’hypothése a donc été faite que la sélection de béliers en conditions expérimentales

permettrait d’augmenter la résistance aux SGI des troupeaux en conditions d’infestation naturelle.

Les travaux de cette thése ont d’une part pour objectif de valider le protocole d’infestation
expérimentale mis au point a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse et de mieux comprendre le
déterminisme génétique de la résistance aux SGI chez les ovins. D’autre part, 1’objectif était d’évaluer
les impacts sur le long terme de cette sélection notamment sur les autres fonctions biologiques

(croissance, gestation et lactation en particulier).
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Contexte scientifique

1. Les strongles gastro-intestinaux chez les petits ruminants

1.1. Diversité des strongles gastro-intestinaux
Les strongles gastro-intestinaux sont des Nématodes parasites qui appartiennent a ’ordre des
Strongylida. Cet ordre se divise en deux super familles (Jacquiet, 1997) :

- Les Trichostrongyloidea : ce sont les strongles les plus pathogénes. Ils se reconnaissent a
leur capsule buccale absente ou rudimentaire et une bourse copulatrice trés développée.

- Les Strongyloidea : leur capsule buccale est bien développée.

IIs sont dits ubiquistes du fait de leur distribution géographique mondiale.

Au paturage, les ovins sont souvent parasités par plusieurs espéces de strongles. Les principales
especes rencontrées chez les ovins ainsi que leur localisation dans le tractus digestif sont présentées

dans le Tableau 1.

Tableau I : Principales especes de strongles gastro-intestinaux chez les ovins.

Espéces présentes Localisation dans

Super famille Famille Genre chez les ovins le tractus digestif
Haemonchus Haemonchus Caillette
contortus
T rlchozir:in gylus Caillette
Trichostrongylus )
Trichostrongylidae Ti ’ZS?MOZJSZ;’OO’;% ZS“S Intestin gréle
Trichostrongyloidea
Cooperia Cooperia curticei Intestin gréle
Teladorsagia Jjeladorivagza Caillette
circumcincta
Nématodiridae Nematodirus Nematodirus Intestin gréle
battus
) ) Oesophagostomum Oesop ha(lgostomum Gros intestin
Strongyloidea Strongylidae venuiosum
Chabertia Chabertia ovina Colon
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Les proportions des différentes especes de strongles gastro-intestinaux présentes sur une pature
peuvent varier en fonction des conditions climatiques. La diversité spécifique peut ainsi différer d’une

région a I’autre et varier au cours des saisons (Jacquiet et al., 2004).

Les ceufs de strongles présentant tous une morphologie similaire, 1’identification des différentes
especes a ce stade est difficile. Cependant, elle peut étre réalisée a partir de critéres morphologiques
sur les larves infestantes L3 (longueur totale, longueur de la queue, nombre de cellules intestinales...)
ou sur les individus adultes (longueur totale, forme de la capsule buccale, de la bourse caudale, des
spicules...) (van Wyk and Mayhew, 2013).

Des méthodes moléculaires ont été développées en alternative aux méthodes d’identification
morphologique qui demandent une trés bonne expertise et beaucoup de temps. Ainsi, Milhes et al.
(2017) ont comparé les résultats de comptage et d’identification des larves infestantes réalisés au
microscope et par PCR en temps réel. Ils ont obtenu une corrélation de 0,88 entre le comptage au
microscope et la quantification par PCR en temps réel. De plus, I’identification des espéces
parasitaires réalisée par PCR en temps réel était en accord avec celle réalisée au microscope (kappa de
Cohen = 0,91). Cette méthode se révele donc trés prometteuse comme alternative au comptage et a
I’identification au microscope. Elle offre deux avantages principaux : sa rapidité et la possibilité de
distinguer les larves infestantes des genres Teladorsagia et Trichostrongylus, toujours délicate au

microscope.

1.2. Cycle biologique et infestation de I’hé6te

Les strongles gastro-intestinaux ont un cycle biologique monoxéne (un seul hote). Il se

compose d’une phase libre dans le milieu extérieur et d’'une phase parasitaire chez I’hote (Figure 1).

La phase libre commence par I’excrétion dans la pature des ceufs pondus par les vers femelles
via les matiéres fécales de I’hdte. Ces ceufs se développent dans les féces en larves L1 puis en larves
L2. Ces stades sont libres et se nourrissent de matieres organiques présentes dans les féces. Puis les
larves L2 évoluent en larves L3 infestantes. Cette derniére mue est incompléte et les larves L3 restent
protégées par I’exuvie des L2 dont elles ne s’extraient qu'une fois dans le tractus digestif de 1’hote.
Cette protection les rend tres résistantes dans le milieu extérieur et leur permet de survivre plusieurs

semaines voire plusieurs mois sur la pature.
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La rapidité et le taux de succeés du développement des ceufs en larves L3 dépend des conditions
environnementales (température et humidit¢). La migration des larves L3 hors des maticres fécales
nécessite un certain taux d’humidit¢ (Wang et al., 2014). Ainsi, les pics de présence de larves L3

infestantes sur la pature ont lieu au printemps et a I’automne.

La phase parasitaire débute au paturage par I’ingestion des larves L3 infestantes par 1’hote.
Les larves perdent leur exuvie et migrent dans la muqueuse digestive. Elles muent alors en larves L4
qui évoluent ensuite en stades 5 dits juvéniles puis en vers adultes. Apres accouplement, les femelles
adultes pondent des ceufs qui sont excrétés dans les matiéres fécales de 1’hote et contaminent la pature.
La durée entre I’ingestion des larves L3 infestantes et le début d’excrétion d’ceufs dans les maticres
fécales, appelée période prépatente, est d’environ trois semaines.
En hiver, il est fréquent que les larves interrompent leur cycle de développement et s’enkystent dans la
muqueuse digestive, notamment pour les especes 7. circumcincta et H. contortus. Ce phénomeéne est

appelé « hypobiose ». Les larves ne reprennent alors leur développement qu’au printemps.

Phase parasitaire L3, L4, L5 et adultes

/ﬁ A Excrétion des ceufs
; dans la péature via les
feces

Ingestion des larves
infectieuses

"\4 //A\

Tvi\»:i;;//{li \,‘{\\
\ . T
=

N Larve L1
R " N
Larve L3, stade \\\"->>\ e
infectieux Larve L2
Phaselibre

Figure 1 : Cycle biologique des strongles gastro-intestinaux chez les ovins.

Ce cycle biologique est commun aux différentes especes de strongles gastro-intestinaux. Cependant, la
durée des stades de développement et le nombre d’ceufs produits par les parasites femelles adultes est

propre a chaque espece.
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Dans le cadre de nos travaux expérimentaux, nous avons utilisé H. contortus comme parasite modele

du fait de sa pathogénicité et de sa prolificité. Nous présentons ici les particularités de son cycle

biologique :

1.3.

la température optimale de développement des ceufs est de 25-36°C

(O’Connor et al., 2006).

H. contortus est un parasite hématophage des le stade L4.

les adultes mesurent entre 1 et 3 cm de longueur et sont de couleur rouge du fait de
leur mode d’alimentation ; cette caractéristique les rend facilement observables a I’ceil

nu sur la muqueuse abomasale.

les femelles ont une fécondité trés élevée par rapport aux autres especes de strongles
avec 5000 a 7000 ceufs par jour et par femelle au pic de ponte (Coyne et al., 1991) ;
cette particularité en fait un bon modéle pour 1’étude de la résistance des hotes au
parasitisme puisque 1’on peut rapidement distinguer les animaux résistants des

animaux sensibles sur la base du nombre d’ceufs excrétés dans les feces.

Action pathogéne des strongles gastro-intestinaux

L’action pathogene des strongles gastro-intestinaux est principalement due a :

une anémie du fait de pertes sanguines

o directes causées par les espéces hématophages

o indirectes dues aux lésions de la muqueuse digestive.
une réduction de I’ingestion proportionnelle a la dose de larves infestantes ingérées
(Coop et al., 1982).
une altération de la dégradation et de I’absorption des nutriments due a une altération
de la motricité digestive, une modification du pH dans la caillette et des sécrétions
gastro-intestinales ainsi qu’aux lésions de 1’épithélium intestinal occasionnées par les

VErS.
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Plus particulierement, les animaux infestés par H. contortus souffrent d’anémie et d’une
dégradation générale de leur état de santé associée a une perte de poids. L haemonchose existe sous

trois formes :

- haemonchose chronique : forme la plus répandue, elle conduit a une dégradation
générale de I’état de santé de 1’animal. Elle affecte également les capacités de
production de 1’animal puisqu’elle se traduit par une perte de poids, une diminution de
la production laitiere, une laine de mauvaise qualité. Sous cette forme 1’haemonchose

est a ’origine de pertes économiques importantes.

- haemonchose aigiie: elle se caractérise par une perte de poids et une anémie
importante se traduisant par une paleur des muqueuses. Dans certains cas, les animaux
atteints d’haemonchose aigiie peuvent présenter un cedéme sous la machoire, dit

cedéme de la bouteille (cedéme de 1’auge ou « bottle jaw » en anglais).

- haemonchose suraigiie : peu fréquente, elle est causée par une infestation trés

importante qui conduit a la mort subite de I’animal.

1.4. Diagnostic

Plusieurs méthodes ont été développées afin d’évaluer le niveau d’infestation d’un animal en

ferme ou au laboratoire.

En ferme, 1’observation de 1’état général et le suivi des performances des animaux peuvent
permettre a 1’éleveur de repérer des animaux infestés. Cependant certains animaux, dits résilients car
capables de maintenir leur niveau de production malgré 1’infestation, ne pourront pas étre identifiés

comme parasités.
L’éleveur peut également s’appuyer sur des indicateurs basés sur des grilles d’évaluation.

La note d’état corporel (NEC) est un indicateur zootechnique permettant d’évaluer la condition
corporelle de 1’animal sur une échelle de 0 a 5. Un animal parasité aura tendance a étre en moins

bonne condition et donc a avoir une NEC plus faible.

L’indice de diarrhée (« dag score » dans la littérature) est un indicateur clinique évaluant la souillure

de I’arricére train de I’animal. Une note de 0 (pas de souillure) a 5 est attribuée a I’animal suite a un
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examen visuel facile a réaliser. Cependant, méme si I’infestation par des SGI peut induire une diarrhée

chez I’animal, cet indicateur n’est pas spécifique car une diarrhée peut avoir plusieurs autres causes.

L’index FAMACHA est un indicateur clinique évaluant le niveau d’anémie de I’animal en comparant
la couleur de la muqueuse oculaire a la table FAMACHA. Une note allant de 1 a 5 est attribu¢e. Une
note de 5 correspond a un animal dont la muqueuse est blanche et qui est donc fortement anémié.
Néanmoins, cet indicateur n’est utile que si les animaux sont infestés par des espéces hématophages

telles que H. contortus.

L’utilisation de ces indicateurs en ferme est relativement simple. Elle nécessite tout de méme une

formation et représente une charge de travail supplémentaire pour I’¢éleveur.

En complément des observations réalisées sur les animaux, des méthodes de laboratoire
permettent d’évaluer plus précisément la charge parasitaire des individus a partir d’échantillons de

salive, de sang ou de feces prélevés sur I’animal.

L’excrétion d’ceufs de strongles dans les féces exprimée en nombre d’ceufs par gramme de féces
(OPG) est la mesure la plus couramment utilisée pour détecter la présence des SGI et mesurer la
résistance d’un animal a ces parasites. Cette mesure est obtenue a partir d’un échantillon de féces
individuel prélevé directement dans le rectum de 1’animal. Le comptage des ceufs en cellules de
MacMaster est la technique la plus couramment employée (Taylor, 2010). Trois grammes de feces
sont dilués dans 42 mL d’eau salée. Le mélange est ensuite homogénéisé puis filtré trois fois. Enfin
quelques millilitres de solution sont prélevés a I’aide d’une pipette afin de remplir les deux chambres
de la lame de MacMaster. La lame est ensuite placée sous microscope afin de compter les ceufs
(Figure 2). Le nombre d’ceufs par gramme est obtenu en multipliant par 50 le nombre d’ceufs comptés

dans les deux réseaux.

Des corrélations phénotypiques comprises entre 0,49 et 0,83 ont été estimées entre le nombre d’ceufs
excrétés dans les féces et la charge parasitaire de 1’hdte (Whitlock et al., 1972 ; Roberts and Swan,
1981 ; Cabaret et al., 1998). Cette corrélation peut étre encore plus élevée lorsque la part d’H.
contortus augmente dans la population parasitaire (Cabaret et al., 1998). Le nombre d’ceufs dans les
feces refléte a la fois le nombre de parasites installés dans le tractus digestif de I’hote et la prolificité

des parasites adultes.
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Figure 2 : Schéma représentant la réalisation d’une coproscopie (adapté de Morgan et al., 2005).

L’hématocrite est évalué a partir d’un échantillon de sang prélevé sur anticoagulant. Il s’agit du
volume relatif occupé par les globules rouges dans le sang. Cet indicateur peut étre utilisé lors
d’infestations par des parasites hématophages tels que H. contortus et permet de quantifier I’anémie. Il
s’agit d’un indicateur de résilience puisqu’il permet de mesurer la capacité de 1’animal & maintenir ses

constantes biologiques en dépit de la présence de parasites hématophages.

La présence d’anticorps dans le sang ou la salive de 1’hote révele la présence de parasites dans le
tractus digestif de I’animal. Des études ont montré qu’une concentration élevée en IgA dans la salive
ou dans le plasma était associé a des OPG moins élevés (Stear et al., 1999). Une étude néo-zélandaise
a ainsi pu montrer que les animaux dont la concentration salivaire en IgA anti-CarLA (antigene
spécifique des larves des trichostrongles) était ¢levée avaient des OPG 20 a 30% inférieurs a ceux
d’animaux dont la concentration salivaire en IgA était faible (Shaw et al., 2012).

Cependant, ces anticorps sont impliqués dans la réponse immunitaire acquise et ne peuvent pas étre
utilisés pour évaluer la résistance d’animaux en primo-infestation. Cette mesure est donc peu
pertinente pour évaluer la réponse des agneaux lors de leurs premicres infestations parasitaires.

Cet indicateur est principalement utilisé pour des travaux de recherche.
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1.5. Méthodes actuelles de controle et leurs limites

1.5.1. Les anthelminthiques : mode d’action et contraintes

d’utilisation chez les ovins

Il existe six familles de molécules anthelminthiques efficaces contre les strongles gastro-
intestinaux chez les petits ruminants : benzimidazoles, imidazothiazoles, salicylanilides, lactones
macrocycliques, dérivés d’amino-acétonitrile et spiroindoles (Tableau 2). En France, les cinq

premieres familles peuvent étre utilisées.

Les benzimidazoles agissent en se fixant spécifiquement a la tubuline et en empéchant sa
polymérisation et la formation des microtubules cytoplasmiques. Cela entraine une désorganisation
des cellules et empéche les cellules de I’ceuf de se diviser. Ainsi, I’action des benzimidazoles induit
des lésions cellulaires et un arrét de la ponte. Les quelques ceufs pondus ne se développent pas (action

ovicide des benzimidazoles).

Les imidazothiazoles agissent sur les synapses neuromusculaires et bloquent la transmission
neuromusculaire chez le parasite. Ils se fixent sur les récepteurs nicotiniques mimant ainsi 1’action de
I’acétylcholine et provoquent I’ouverture des canaux sodiques. Cela conduit a une contraction

musculaire permanente entrainant la paralysie puis la mort du parasite.

Les salicylanilides ne sont efficaces que contre les parasites hématophages car ils se lient aux
protéines plasmatiques, en particulier 1’albumine. Ils inhibent la phosphorylation oxydative chez le
parasite et donc la production de réserves énergétiques sous forme d’ATP. Leur action entraine une

paralysie chez le parasite conduisant a sa mort.

Les lactones macrocycliques agissent sur les canaux chlorures glutamate-dépendants présents sur
les membranes des cellules nerveuses et musculaires des parasites. Elles induisent une conformation
ouverte de ces canaux et 1’entrée massive d’ions chlorure dans la cellule qui ne peut plus se contracter.

On observe alors une paralysie flasque chez les parasites.

La famille des dérivés d’amino-acétonitrile ne comporte qu’un représentant : le monépantel.
Celui-ci est actif contre les stades L4 et les stades adultes des strongles gastro-intestinaux. Il provoque
une paralysie chez le parasite par hyper-contraction des muscles en se fixant a des récepteurs

nicotiniques différents de ceux utilisés par les imidazothiazoles.

Les spiroindoles sont des antagonistes des récepteurs nicotiniques des parasites. Ils inhibent la
fixation de 1’acétylcholine et conduisent a la paralysie flasque du parasite en empéchant la contraction

musculaire.
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Tableau 2 : Principaux anthelminthiques disponibles chez les ovins et leurs restrictions d’usage

(d’apres Jacquiet et al., 2014).

Posologie et voie

Famille Molécule \ o, . Restriction d'utilisation
d'administration
Délai d'attente lait : 8,5 j
Fenbendazole > mg/kg VO Pas d'embryotoxicité a cette posologie
Délai d'attente lait : 8 j
Oxfendazole > mg/kg VO Pas d'embryotoxicité a cette posologie
Mébendazole (associé | 15 mg/kg (10mg/ke) ASSOC.latIOIl interdite en lactatlwti et au
Benzimidazoles au closantel) VO tarissement et un an avant le ler
agnelage
Interdit en lactation
Albendazole 3,8 mghkg VO Pas dans le ler tiers de la gestation
e Délai d'attente lait : 5 j
Nétobimin 7,5 mg/kg VO Pas dans le ler tiers de la gestation
Imidazothiazoles Lévamisole 7,5 mg/kg IM Interdit en lg ctation, au tarissement et
deux mois avant le ler agnelage
10 mg/kg VO, SC
10 mg/kg
avec Oxfendazole 5
Closantel mg/kg VO
Salicylanilides 10 mg/kg avec Interdit en lactation, au tarissement et
. - un an avant le ler agnelage
ivermectine 0,2
mg/kg SC
Nitroxynil SC
0,2 mg/kg VO Interdit en lactation, au tarissement et
) 28 j avant le ler agnelage
Ivermectine
0,2 mg/kg SC Interdit en lactation, au tarissement et
21 j avant le ler agnelage
Doramectine 0.2 mg/kg IM Interdit en lactation, au tarissement et
70 j avant le ler agnelage
Lactones Eprinomectine 0,5 mg/kg PO Délai d'attente nul pour le lait
macrocycliques 0,2 mg/kg VO Délai d'attente lait : 5 j
Interdit chez les femelles laitiéres en
0,2 mg/kg SC lactation, les agnelles gestantes et les
Moxidectine brebies taries 60 j avant agnelage
, S.C ala base. de Interdits chez les brebis laitiéres a
Poreille Cydectine LA tous les stades de leur vie
2% 1 mg/kg
Dérivés d'amino- . Interdits chez les brebis laitiéres a
acétonitrile Monépantel 2,5 mglkg VO tous les stades de leur vie
o Derquantel (+ 2 mg / kg derquantel Interdits chez les brebis la1t1§res a
Spiroindoles . +0,2 mg/ kg tous les stades de leur vie
abamectine) . .
abamectine Pas encore sur le marché en France
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1.5.2. Impacts de I'usage massif des anthelminthiques

1.5.2.1 Impacts sur I’environnement

De nombreuses espéces de la faune du sol jouent un role important dans la dispersion et la
dégradation des matiéres fécales dans les patures. Elles participent ainsi au renouvellement de la
matiere organique et a la productivité des paturages (Lumaret and Errouissi, 2002). Un usage
important de certains traitements anthelminthiques peut nuire a ces espéces non-cibles qui se
nourrissent ou se reproduisent dans les maticres fécales. En effet, une grande partie des traitements
anthelminthiques est ¢liminée dans les féces des animaux traités sous forme active ou métabolisée
(Floate et al., 2005). Plusieurs facteurs peuvent moduler I’impact environnemental de ces molécules

(McKellar, 1997) :

- la sensibilité des espéces non-cibles aux molécules anthelminthiques

- la quantité d’agent actif qui est excrétée dans 1’environnement

- le temps d’excrétion des molécules

- la stabilité du produit dans le milieu extérieur

- des facteurs environnementaux tels que la lumiére, les précipitations et la

température.

De plus, les différentes familles d’anthelminthiques ne présentent pas toutes le méme risque
écotoxique. Les résidus issus des benzimidazoles et du lévamisole présentent une toxicité faible pour
la faune coprophage contrairement a ceux des lactones macrocycliques qui s’averent trés toxiques
(Lumaret & Errouisi, 2002). Or les benzimidazoles et le 1évamisole sont de moins en moins utilisés en
production ovine (du fait des restrictions d’usage, de leur spectre d’action étroit et du développement

de résistances) au profit des lactones macrocycliques.

La durée et I’intensité d’¢limination du traitement anthelminthique dépendent notamment de la forme
sous laquelle le traitement a ét¢ administré. La période d’excrétion intense est ainsi plus longue lors de
traitements via un « bolus » que lors de traitements via des solutions injectables ou appliqués sur la

ligne du dos dans le cas de formulation pour-on (dix a douze jours) (Virlouvet, 2005).

1.5.2.2. Résistance des parasites a ces molécules

Une population parasitaire chimiorésistante est une population de parasites ayant

génétiquement acquis la capacité de résister a des concentrations d’antiparasitaires habituellement
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létales pour des individus de cette espéce. Le déterminisme de la résistance étant génétique, elle se
transmet d’une génération a lautre au sein de la population de parasites gastro-intestinaux.
L’utilisation non raisonnée des anthelminthiques constitue une pression environnementale importante
sur la population de parasites. Elle conduit a la sélection des parasites devenus résistants au traitement

du fait de mutations spontanées.

Plusieurs types de résistance ont été définis selon la capacité des parasites a résister a un ensemble de
molécules ayant le méme mode d’action (résistance de famille) ou a résister a des molécules ayant des

modes d’action différents (résistance multiple).

La méthode la plus communément utilisée en élevage pour tester ’efficacité d’une molécule
anthelminthique et éventuellement détecter un cas de résistance est le test de réduction d’excrétion
fécale d’ceufs de strongles (Fecal Egg Count Reduction Test - FECRT) (Coles et al. 1992).

Des coproscopies individuelles sont réalisées avant traitement pour évaluer le niveau d’infestation des
individus. Un lot témoin et un lot qui recevra le traitement, chacun composé d’au moins dix animaux,
sont créés. Le lot non témoin est ensuite traité avec la molécule dont on souhaite tester 1’efficacité.
Aprées 7 a 14 jours selon la molécule testée, de nouvelles coproscopies individuelles sont réalisées. On

peut alors calculer le pourcentage de réduction d’excrétion fécale comme suit :

OPG témoin— OPGiraits
FECRT — témoin traité
OPGtemoin

X 100

Si FECRT est inférieur a 95% et que la borne inférieure de I’intervalle de confiance a 95% est
inférieure a 90, la molécule utilisée est considérée comme inefficace. Si FECRT est supérieur a 95%,

la molécule est considérée comme efficace.

1.5.2.2.1 Etats des lieux

Les premiers cas de résistance aux anthelminthiques sont apparus dans 1’hémisphére Sud dans
des pays comme 1’ Australie, la Nouvelle-Zélande ou I’ Afrique du Sud ou les conditions climatiques et
les modes d’élevage intensifs sont favorables aux nématodes gastro-intestinaux. Le phénoméne a
ensuite pris une ampleur mondiale avec des signalements en Amérique et en Europe (Papadopoulos et

al. 2012 ; Rose et al. 2015).

Aujourd’hui la situation est extrémement préoccupante puisque des cas de résistance ont été décrits

pour toutes les molécules anthelminthiques existantes sur le marché (Tableau 3).
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Tableau 3 : Etat des lieux de la résistance aux anthelminthiques dans le monde (d’aprés Jabbar et al.,

2006)

Famille Espéce de nématodes Pays Référence

H. contortus Australie Green et al.,1981
H. contortus Belgique Domy et al., 1993
H. contortus France Gruner et al., 1986
H. contortus, France Kerboeuf et al., 1988

Benzimidazoles Trichostrongylus,
Ostertagia spp.
Sheep nematodes Nouvelle-Zélande Kettle et al., 1982
fomor el i, 0
H. contortus, France Kerboeuf et al., 1988
Trichostrongylus,

Imidazothiazoles Ostertagia spp.

O. circumcincta Australie Hall et al., 1979
H. contortus Australie Love et al., 1992

Salicylanilides H. contortus Amérique du Echevarria et al.,

Sud, Brésil 1996
H. contortus Afrique du Sud van Wyk et al., 1997
H. contortus, Nouvelle-Zélande McKenna et al.,
Lactones macrocycliques Trichostrongylus spp 1990

T. circumcincta Brésil Amarante et al.,

1997

On peut d’ailleurs noter que les premiers cas de résistance aux différents anthelminthiques sont
apparus quelques années seulement aprés leur premiére commercialisation (Tableau 4). On peut citer
I’exemple du monépantel, derniére molécule mise sur le marché en 2009, pour lequel les premiers cas
de résistance ont été décrits dés 2013 chez des caprins en Nouvelle-Zélande (Scott et al. 2013),
rapidement suivis par des cas en ovins en Uruguay (Medeiros et al. 2014) et aux Pays-Bas (Van den

Brom et al. 2015).
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Tableau 4 : Dates de commercialisation des principales molécules anthelminthiques et dates des

premiers signalements de résistance (Kaplan, 2004 ; Scott et al., 2013)

Premiers
v .
Famille Molécule Date d 1ntr0ductlon signalements de
sur le marché

résistance
Phénothiazine 1940 1957
Benzimidazoles Thiabendazole 1961 1964
Imidazothiazoles Levamisole 1970 1979
Lactones macrocycliques  Ivermectine 1981 1988
Moxidectine 1991 1995
Monépantel 2009 2013

En France, les premiers cas de résistance ont été décrits des les années 1990. Dans 1’Ouest de la
France, Chartier et al. (1998) ont observé une résistance aux benzimidazoles dans 83% des 23
exploitations ovines de leur étude ainsi qu’une résistance au lévamisole dans 50% des exploitations.
Des études plus récentes menées dans des €levages allaitants ont rapporté des cas de résistance a la
moxidectine et a I’ivermectine chez Teladorsagia circumcincta (Paraud et al. 2016) et aux
benzimidazoles et a I’ivermectine chez Teladorsagia circumcincta (Milhes et al. 2017).

Des études de prévalence de résistance aux anthelminthiques ont également été menées en Aveyron et
dans les Pyrénées-Atlantiques, deux des trois bassins de production ovin lait en France. Geurden et al.
(2014) ont mené une étude sur cinq exploitations ovines par bassin et mis en évidence une résistance
aux benzimidazoles (efficacité du traitement : 0 a 68%) et au netobimin (efficacité du traitement : 0 a
92%) dans toutes les exploitations suivies. La résistance a ces molécules a été observée chez les
principaux genres de strongles gastro-intestinaux (7Teladorsagia, Haemonchus et Trichostrongylus).
Cependant, la moxidectine et I’ivermectine présentaient toujours une efficacité comprise entre 98 et
100%.

En France, le premier cas de multi-résistance a I’ivermectine et aux benzimidazoles dans I’espéce H.
contortus a été décrit dans les Pyrénées-Atlantiques en 2018 par Cazajous et al. L’élevage dans lequel
I’é¢tude a été menée étant un élevage transhumant, il est trés probable que cette population d’H.
contortus multi-résistante aux anthelminthiques soit transmise aux autres troupeaux paturant sur la

méme estive.
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La situation est donc trés préoccupante, en particulier en ovin lait ou seule 1’éprinomectine est efficace
et autorisée sans délai d’attente pour le lait. On peut noter que I’éprinomectine, tout comme
I’ivermectine, fait partie de la famille des lactones macrocycliques et partage donc un mode d’action
commun avec cette derniére. On se trouve donc dans une situation a risque de développement de

résistance a I’éprinomectine dans les deux grands bassins ovins lait de France.

1.5.2.2.2 Mécanismes de résistance

Les strongles gastro-intestinaux ont développé des mécanismes de résistance spécifiques ou

non spécifiques qui réduisent I’efficacité des traitements anthelminthiques.

Des mécanismes non spécifiques permettent une augmentation des capacités des parasites a
¢liminer les molécules anthelminthiques.
On trouve chez de nombreux organismes vivants, des protéines transmembranaires de la famille ABC
(ATP-binding cassette) ayant pour role de transporter diverses molécules. Les recherches menées sur
les mécanismes de résistance aux anthelminthiques chez les nématodes se sont plus particuliérement
concentrées sur les P-glycoprotéines. Celles-ci agissent comme des pompes qui capturent et expulsent
les molécules anthelminthiques hors de la cellule avant qu’elles ne puissent atteindre leur cible ou se
trouver en concentration suffisante, limitant ainsi leur effet (Kerboeuf & Riou, 2011). La
surexpression de ces protéines en réponse a 1’usage massif des traitements anthelminthiques, conduit a
une augmentation de D’efflux des molécules et ainsi au développement de la résistance aux
anthelminthiques chez les parasites. Ces mécanismes désignés par le terme d’« efflux » ont été
observés chez les nématodes résistants aux benzimidazoles et surtout aux lactones macrocycliques, en

particulier aux avermectines et a la moxidectine (Prichard et al., 2012).

Les mécanismes spécifiques impliquent des mutations en un ou plusieurs loci qui conférent aux
individus porteurs une résistance a une ou plusieurs molécules anthelminthiques. Ces mutations
entrainent une modification de la conformation du récepteur cible entrainant une réduction de 1’affinité
entre la molécule anthelminthique et le récepteur cible. Les mutations des individus résistants sont

transmises a leurs descendants qui seront eux aussi résistants.

Par exemple, la résistance aux benzimidazoles est due a une mutation en position 167 ou en position
200 du géne de la B-tubuline. La phénylalanine est alors remplacée par une tyrosine conduisant a

I’altération de la structure tridimensionnelle de la B-tubuline (Whittaker et al. 2016 ; Silvestre et
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Cabaret, 2001). De méme, une mutation des geénes codant pour les sous-unités du récepteur
nicotinique a ’acétylcholine cause une diminution de I’affinit¢ de ces récepteurs cibles pour le
lévamisole. Ce phénomeéne, couplé a une diminution de I’expression des sous-unités de ces récepteurs
chez les individus résistants, serait responsable de la résistance au lévamisole. Des phénomeénes
similaires impliquant les récepteurs au glutamate seraient a 1’origine de la résistance aux molécules de

la famille des lactones macrocycliques (Whittaker et al., 2016).

1.5.2.2.3 Facteurs favorisant le développement de la résistance aux

anthelminthiques

Le déterminisme de la résistance aux anthelminthiques chez les strongles gastro-intestinaux
est génétique (Dobson et al., 1996). Cependant, de nombreux facteurs liés aux parasites eux-mémes ou
aux pratiques d’élevage peuvent favoriser la diffusion des génes de résistance au sein de la population

de parasites.

Cycle de vie et prolificité des parasites

La durée du cycle biologique des SGI étant courte, la diffusion dans la population des génes de

résistance est rapide (Prichard, 2001). Elle est d’autant plus rapide que I’espéce est prolifique.

Une utilisation inappropriée des anthelminthiques

L’utilisation répétée d’'une méme molécule ou de molécules partageant un méme mode d’action exerce
une pression de sélection importante sur les populations de parasites. Elle favorise le maintien des
individus résistants alors que les individus sensibles sont éliminés, résultant en une augmentation de la
proportion d’individus résistants dans la population de parasites (Wolstenholme et al. 2004 ; Jackson
and Coop, 2000). Le risque est maximal lorsque la fréquence d’utilisation correspond a la période
prépatente des strongles, soit trois semaines, car chaque nouvelle génération est alors soumise au
traitement (Beugnet et Kerboeuf, 1997).

En France, les brebis des élevages ovins laitiers sont traitées 2 a 3 fois par an pour les adultes a des
périodes clés du cycle de production (avant la lutte, avant 1’agnelage et au tarissement) et jusqu’a 5a 6
fois pour les agnelles dans leurs premiéres années de vie (P. Jacquiet, communication personnelle).

Des fréquences de traitements anthelminthiques identiques sont relevées en ovins allaitants.
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Dans les ¢levages confrontés a la résistance aux anthelminthiques, une stratégie consistant a combiner
des molécules appartenant a différentes familles est parfois employée. Elle repose sur le fait que les
individus porteurs d’alléles de résistance a plusieurs molécules sont plus rares que les individus
porteurs d’alléles de résistance a une molécule en particulier (Bartam et al, 2012). Cette stratégic
permettrait ainsi de retarder 1’apparition de résistance en ¢éliminant les individus résistants a [’une ou
I’autre molécule. Cette approche est cependant controversée car elle peut mener a des cas de multi-
résistance si les pratiques en maticre de fréquence de traitements ne changent pas (Vande Velde et al.,

2018).

L’utilisation de produits rémanents peut également favoriser la sélection de parasites résistants en
exercant une pression de sélection permanente sur les populations de parasites (Beugnet et Kerboeuf,

1997).

Enfin les erreurs de dosage (sous-dosage et surdosage), souvent liées a une mauvaise estimation du
poids de 1’animal, ont également été identifiées comme pratiques a risque. Le sous-dosage permet la
survie d’individus hétérozygotes alors que le surdosage favorise la sélection d’individus extrémement

résistants (Smith et .al 1999).

Les pratiques d’élevage

L’introduction d’animaux porteurs de SGI résistants dans un troupeau est un facteur de risque
important (Silvestre et al., 2002). La transmission de strongles résistants a des animaux non infestés ou
infestés par des strongles sensibles peut aussi avoir lieu entre lots d’animaux d’un méme troupeau ou

entre troupeaux lors de transhumance ou d’utilisation de paturages communaux.

Traiter puis déplacer le troupeau sur un paturage faiblement infesté ou non infesté est également une
pratique a risque. En effet, cette pratique peut conduire a la contamination de la pature saine par des

parasites résistants aux anthelminthiques exclusivement (Van Wyk, 2001).
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Les ovins élevés au paturage sont exposés aux strongles gastro-intestinaux qui causent des

dommages importants du fait de leur impact sur la santé des animaux et des pertes de production.

Le recours a grande échelle aux traitements anthelminthiques utilisés comme principale méthode
de lutte contre les strongles gastro-intestinaux est aujourd’hui remis en cause du fait de résistances a
ces molécules au sein des populations parasitaires. En France, le probléme se pose particulierement
pour la production ovine laitiére puisque seule 1’éprinomectine peut étre utilisée sans délai d’attente en

période de lactation.

La mise en ceuvre de méthodes complémentaires aux anthelminthiques pour lutter contre les

strongles gastro-intestinaux est donc nécessaire (van Wyk et al.,1999).
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2. Méthodes complémentaires pour le contrdle des strongles

gastro-intestinaux

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées en complément d’un usage raisonné des traitements
anthelminthiques pour un contrdle plus durable du parasitisme gastro-intestinal. Elles peuvent étre

classées en trois principaux axes de lutte (Torres-Acosta et Hoste, 2008) :

- Eliminer les strongles : emploi raisonné des traitements anthelminthiques de
synthese et plantes a tanins

- Limiter D’exposition des animaux aux strongles : gestion des paturages,
bactéries et champignons nématophages pour décontaminer les paturages

- Renforcer la résistance de I’héte: vaccination, supplémentation en

protéines, sélection génétique

2.1. Eliminer les strongles gastro-intestinaux au sein de I’héte

2.1.1. Utilisation raisonnée des traitements anthelminthiques

2.1.1.1. Population refuge

La population refuge est définie comme la part de la population de parasites qui n’est pas
exposée a un traitement anthelminthique (van Wyk, 2001). Elle comprend les stades libres présents sur
les patures et les parasites présents dans les animaux qui ne sont pas traités, ainsi que les générations
de parasites qui se développent entre deux traitements. Des parasites sensibles aux molécules
anthelminthiques peuvent ainsi réaliser leur cycle biologique complet et transmettre leurs génes de
sensibilité aux générations suivantes. Cela permet de diminuer la fréquence des alléles de résistance
dans la population parasitaire globale et donc de prolonger I’efficacité des anthelminthiques (Kenyon
et al. 2009). Maintenir une population refuge, qui n’est pas soumise a la pression de sélection exercée
par I'usage régulier de traitements anthelminthiques, est donc trés important pour la lutte contre la

résistance aux anthelminthiques (Besier, 2012).
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2.1.1.2. Nouvelles pratiques pour le contréle des infestations parasitaires

De nouvelles pratiques dans l’utilisation des traitements anthelminthiques sont aujourd’hui
proposées afin de préserver I’efficacité de ceux-ci. Elles devraient, en complément d’autres méthodes
de contrdle des parasites gastro-intestinaux, remplacer 1’utilisation répétée et systématique des

traitements.

Deux stratégies ont fait I’objet d’un effort de recherche important : le traitement sélectif et le

traitement ciblé. Elles visent toutes deux a maintenir une population refuge parmi les parasites.

Le traitement sélectif (« Targeted Selective Treatment », TST) consiste a ne traiter que les animaux
du troupeau qui en ont vraiment besoin.

Cette stratégie se base sur I’existence du phénomeéne d’agrégation. Au sein d’un troupeau, environ 15
a 20% des individus peuvent héberger jusqu’a 80% des parasites. La répartition des parasites est dite
surdispersée (Shaw & Dobson, 1995 ; Gabba et al., 2005). Une autre possibilité est de traiter
I’ensemble du troupeau a I’exception des animaux qui tolérent le mieux le parasitisme. Les animaux a
traiter peuvent étre choisis sur la base d’indicateurs reflétant le niveau d’infestation tels que la note
FAMACHA ou le dag score et d’indicateurs de production tels que la NEC ou le GMQ par exemple.
Plusieurs études ont démontré 1’efficacité du traitement sélectif, aussi bien chez les petits ruminants

que chez les bovins (Gallidis et al., 2009; Busin et al., 2013 ; Laurenson et al., 2016).

La stratégie de traitement ciblé (« Targeted Treatment », TT) consiste a traiter 1’ensemble du
troupeau ou d’un lot mais uniquement lors de périodes a risque.

Les périodes a risque sont définies en fonction de I’historique de I’exploitation en termes de conduite
des prairies, de population parasitaire (pic de contamination des prairies par les larves) et de la
conduite du troupeau. Elles peuvent varier d’une exploitation a I’autre ou d’une année a 1’autre pour
une méme exploitation en fonction des conditions météorologiques qui auront un impact sur la
dynamique des populations de parasites. Un suivi régulier est donc nécessaire pour définir au mieux
ces périodes. Réaliser des coproscopies de groupe notamment peut s’avérer trés utile tout en restant
moins colteux qu’un suivi avec des coproscopies individuelles (Morgan et al., 2005 ; Jacquiet et al.,

2015).
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2.1.2.Action des plantes a tanins sur les parasites

Les tanins sont des métabolites secondaires de certaines plantes. Leur production apporte aux
plantes une protection contre les prédateurs (herbivores, insectes, bactéries ou champignons). On
trouve des tanins dans certains fourrages, notamment chez des plantes de la famille des 1égumineuses
telles que le sainfoin (Onobrychis viciifolia), le lotier pédonculé (Lotus pedunculatus), le lotier

corniculé (Lotus corniculatus) ou encore le sulla (Hedysarum coronarium).
On distingue deux sortes de tanins :

- les tanins hydrolysables qui sont hydrolysés dans le tractus digestif des
ruminants et peuvent étre responsables d’effets toxiques.
- les tanins condensés, beaucoup moins toxiques puisqu’ils ne traversent pas la

barriére intestinale.

De nombreuses études ont montré que la consommation de plantes riches en tanins
s’accompagnait d’une diminution des OPG chez les ovins et les caprins. Athanasiadou et al. (2000)
ont ainsi observé une réduction de 50% des OPG et de 30% de la charge parasitaire chez des ovins
infestés par Trichostrongylus colubriformis et ayant regu des tanins condensés a hauteur de 8% de leur

ration.

A la différence des molécules anthelminthiques qui ont un effet l1étal sur les SGI, les tanins agiraient
en régulant la biologie des strongles. Deux hypothéses non-exclusives sont avancées pour expliquer
I’action des plantes a tanins :

- ils agiraient directement sur la biologie de certains stades de vie du parasite

- ils amélioreraient la nutrition de I’héte en protégeant les protéines d’origine

alimentaire des dégradations ruminales.

Action directe : Les stades de vie affectés sont les larves infestantes L3, les vers adultes et les ceufs en
développement. Les propriétés anthelminthiques des tanins sont dues a leur capacité a se lier aux
protéines et aux glycoprotéines de la gaine des larves L3 et de la cuticule ou de 1’épithélium digestif
des vers adultes (Hoste et al., 2006). 1l a été démontré in vitro et in vivo que les tanins condensés ont
un effet sur la motilité et la capacité a migrer des larves L3 des SGI (Molan et al., 2000 ; Paolini et al.,
2004). Les tanins pourraient affecter une étape clé de 1’invasion de 1’hote par les larves L3 en inhibant
la sortie des larves de leur gaine (Bahuaud et al., 2006). De plus, les tanins agiraient sur la fécondité

des vers femelles adultes (Athanasiadou et al., 2000).
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Action indirecte : En se liant aux protéines d’origine alimentaire, les tanins protégeraient celles-ci des
dégradations ruminales. Cela aurait pour effet d’augmenter le flux de protéines et I’absorption des

acides aminés au niveau des intestins.

Néanmoins, les effets des tanins peuvent étre variables selon 1’espéce de nématodes et la localisation
du nématode au sein de 1’hote car la capacité des tanins a se lier aux protéines dépendrait du pH
(Mueller-Harvey, 2006). De plus, ils peuvent étre toxiques pour les ruminants au-dela d’une certaine
concentration dans la ration. Leur consommation peut &tre associée a des dysfonctionnements du
rumen liés a une inhibition de la flore présente dans le rumen si leur part dans la ration est supérieure a

40 a 50 g/kg de matiere seche (Barry & McNabb, 1999).

2.2. Limiter I'exposition des animaux aux strongles gastro-

intestinaux

2.2.1.Comportement des animaux au paturage

Trois types de comportements au paturage permettraient aux animaux de contrdler les

infestations par les strongles gastro-intestinaux.

Stratégie d’évitement :

Certains animaux ont tendance a éviter de paturer dans des zones contaminées par des maticres
fécales. Ce comportement contribue a la création de zones avec des herbes hautes et contaminées par
des feces et de zones non contaminées ou I’herbe est plus courte. Les ceufs de parasites étant déposés
dans la pature via les feces, les stades libres se concentrent généralement autour des matieres fécales.
Cela résulte en une distribution hétérogene des ressources alimentaires et des larves infestantes sur la
pature (Boag et al., 1989), confrontant 1’animal a un compromis entre nutrition et parasitisme
(Hutchings et al., 2002). Cette stratégie d’évitement permettrait donc aux animaux de limiter leur
niveau d’infestation. Il a d’ailleurs été montré que les animaux les plus affectés par le parasitisme ont
tendance a paturer plus loin des matiéres fécales afin d’éviter une nouvelle infestation (Sed et al.,

2015 ; Cooper et al., 2000 ; Hutchings et al., 2002).
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Sélection de certaines ressources alimentaires :

Plusieurs études ont montré que les animaux parasités adoptent un régime alimentaire plus riche en
protéines qui peuvent aider a compenser les pertes dues au parasitisme par les SGI et augmenter
I’efficacité de leur réponse immunitaire. Ainsi des moutons infestés par des SGI choisissent un régime
alimentaire plus riche en treéfle relativement riche en azote que des moutons non parasités (Cosgrove &

Niezen, 2000).

Ingestion de plantes a tanins :

Des comportements d’automédication par ingestion de plantes a tanins ont été observés chez les
ruminants infestés par des SGI (Villalba et al., 2014 ; Hutchings et al., 2003). Des agneaux parasités
présentaient une plus grande appétence pour des plantes contenant des tanins que les agneaux non

parasités. Cette différence n’était plus observée apres traitement (Villalba et al., 1999).

2.2.2.La conduite au paturage

Une gestion raisonnée des patures peut permettre de minimiser le contact entre les animaux et

les larves infestantes de SGI. Différents leviers peuvent étre utilisés (Stear et al., 20006).

Densité au paturage :

Réduire le chargement par hectare permet de réduire la densité d’ceufs de SGI déposés sur une pature.
Cela permettrait donc de diminuer le niveau de contamination et de permettre aux animaux d’éviter de

paturer pres des feces.

Gestion des lots d’animaux :

Les jeunes animaux sont les plus sensibles aux SGI, en particulier lors de la premiére mise a ’herbe. Il

est préférable de les placer sur les parcelles les plus saines.

Mise au repos des parcelles :

En I’absence d’animaux sur la pature, les larves infestantes ne seront pas ingérées et seront soumises a
I’action du froid et au phénoméne de dessiccation auxquels elles sont sensibles (O’Connor et al.,

2006). Leur viabilité et leur pouvoir infestant va alors diminuer avec le temps. Une mise au repos des
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patures peut ainsi permettre un assainissement des patures. Toutefois dans les régions tempérées, les

larves peuvent survivre plusieurs mois voire une année (O’Connor et al., 2006).

Comme évoqué au paragraphe 1.2, la température et ’humidité sont les ¢léments clés déterminant le
taux de succes et la vitesse du développement des stades libres jusqu’au stade de larves infestantes
(L3). Les premiers stades de la phase de vie libre (L1 et L2) présentent une plus forte sensibilité aux
températures extrémes et a la dessiccation que les larves infestantes (L3). Les larves infestantes L3
peuvent survivre plusieurs semaines a faible température mais elles sont détruites par le gel. Par
exemple, des larves L3 de H. contortus sont encore viables apres 10 semaines dans 1’eau a 3°C mais

seulement 1% reste viable aprés 24 heures a -10°C (Jasmer et al., 1987).

Gestion des parcelles :

Différents modes de gestion des patures permettant de limiter 1’exposition du troupeau aux parasites
existent, notamment le paturage au fil, le paturage tournant ou encore le paturage cellulaire. Ces
différents types de gestion du paturage sont supposés ralentir I’augmentation de la pression parasitaire.
Le paturage au fil consiste a délimiter une partie de la parcelle a laquelle auront accés les animaux. On
donne ainsi acces a une nouvelle portion chaque jour tout en empéchant le retour sur la portion paturée
la veille. Le paturage tournant consiste a organiser la parcelle en paddocks. Les animaux restent sur un
paddock entre 2 et 7 jours puis on les déplace sur le paddock voisin. Le paturage cellulaire consiste a
diviser la parcelle en cellules sur lesquelles les animaux paturent 1 & 2 jours maximum avant de
changer de cellules. Les temps de paturage sont séparés par des périodes de repos des paddocks ou des
cellules.

Selon une étude australienne, la conduite du troupeau en alternant une courte période de paturage (5
jours en moyenne) et de longue période de repos (103 jours en moyenne) permettrait de réduire la
charge parasitaire des animaux (Colvin et al., 2008). Les lots menés au paturage cellulaire présentaient
des OPG prés de deux fois inférieurs a ceux des lots paturant une méme parcelle sur de longues
périodes, et ce avec une fréquence de traitement divisée par deux. Cette gestion du paturage permet
d’éviter que les animaux ne se ré-infestent puisque le temps passé sur une parcelle est trop court pour
que les ceufs excrétés ne se développent en larves infestantes. Les temps de retour longs permettent un

assainissement des parcelles entre deux passages.

Lors d’une étude menée en France, les taux d’excrétions d’ceufs de strongles n’étaient pas inférieurs
chez les brebis en paturage cellulaire (temps de séjour de 24 a 48h et temps de repos de 45 a 47 jours)
que chez les brebis en paturage tournant (temps de séjour de 7 jours et temps de repos de 35 a 38
jours) (Ruiz-Huidobro et al., 2019). Une hypothése permettant d’expliquer ce résultat est que, méme si

les temps de séjour étaient plus courts en paturage cellulaire, les périodes de repos n’étaient pas
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suffisamment longues pour assainir les patures. Elles étaient notamment deux fois plus longues dans

I’étude australienne citée précédemment.

Néanmoins les deux ¢études s’accordent sur I’impact du type de paturage sur I’helminthofaune avec
une plus faible proportion de H. contortus observée lorsque 1’on réduit le temps de sé€jour sur une

parcelle.

Paturage mixte :

Une autre méthode de gestion du paturage permettant de réduire la pression parasitaire est le paturage
mixte entre bovins et petits ruminants. Celui-ci permet un assainissement des patures par les bovins
pour les petits ruminants et réciproquement du fait de la spécificité des strongles gastro-intestinaux.
L’ingestion d’une larve infestante d’un parasite spécifique des ovins par un bovin aboutira a la mort de
la larve ingérée sans qu’elle ne puisse se développer ni causer des dommages chez I’animal. Des
études ont montré que le paturage mixte permet une diminution conséquente des infestations aussi
bien en paturage alterné (Southcott & Barger, 1975) qu’en paturage simultané¢ (Mahieu et al., 1997).
En Aveyron, le paturage simultané entre brebis Lacaune et bovins a conduit a une réduction de 30%
du nombre d’ceufs excrétés dans les féces la premiére année puis de 60% les deux années suivantes
chez les brebis conduites avec des bovins par rapport aux brebis conduites seules (Hoste et al., 2009).
Le paturage mixte aurait surtout un effet sur H. contortus, qui est trés pathogéne pour les ovins du fait
de son régime hématophage (Mahieu et al., 1997 ; Hoste et al., 2009).

Si le paturage mixte a fait la preuve de son efficacité pour le contrdle des SGI, il peut présenter
certains risques. D’une part, il existe des espéces de strongles communes aux petits ruminants et aux
bovins telles que Trichostrongylus axei qui peuvent &tre transmises d’un hdte a un autre. De plus,
méme si ce risque est limité, des cas d’adaptation de strongles spécifiques d’un hdte a un autre hote
ont pu étre observés (Southcott & Barger, 1975). D’autre part, le paturage mixte peut présenter des
risques pour la transmission d’autres agents pathogenes. En effet, le risque principal associé¢ au
paturage mixte concerne les trématodes (Hoste et al., 2009) du fait de risques de transmission entre
petits et grands ruminants de Fasciola hepatica (grande douve du foie hématophage) et de
Dicrocoelium lanceolatum (petite douve du foie). Enfin, le paturage mixte est le facteur de risque
principal du coryza gangréneux puisque la contagion des bovins se fait essentiellement par contact

avec des ovins porteurs sains du virus.

Ainsi, le paturage mixte entre petits ruminants et bovins peut étre une méthode de contréle des SGI
pertinente, en particulier dans les régions ou il existe traditionnellement des systémes d’élevage
mixtes. Il doit cependant s’accompagner d’un suivi régulier des animaux du fait des risques évoqués

ci-dessus.
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L’alternance ovins-caprins ne présente, elle, pas d’intérét pour le controle du parasitisme gastro-
intestinal car ovins et caprins partagent les mémes parasites. Ce sera méme au contraire un facteur de

risque de transmission de parasites résistants aux traitements anthelminthiques entre les deux espéces.

2.2.3. Bacteries et champignons nématophages

De nombreux organismes du sol sont des prédateurs naturels des strongles gastro-intestinaux
(Gronvold et al., 1996). L’utilisation de bactéries et surtout de champignons nématophages a ainsi été
largement étudiée et représente une autre stratégie possible pour le controle des infestations par les

SGIL

Certains champignons de la microflore du sol ont la capacité de piéger les stades de vie libre
des SGI. De nombreux champignons présentent cette propriété mais le plus étudié reste Duddingtonia
flagrans (Larsen, 2000). D. flagrans développe des structures mycéliennes grace auxquelles il va
pouvoir piéger les larves des SGI puis passer la barriére de leur cuticule entrainant ainsi leur
destruction (da Cruz et al., 2011). Les spores de ce champignon restent viables méme aprés passage
dans le tractus digestif des animaux d’élevage et conservent leur capacité a piéger les larves de
strongles (Braga & Aratjo, 2014). Cela a été démontré aussi bien chez les bovins (Assis et al., 2013)
que chez les petits ruminants (Rocha et al., 2007 ; Campos et al., 2009). Des études ont montré des
réductions du nombre de larves allant jusqu’a plus de 90% en ovin et en caprin (Paraud et al., 2006 ;
Waghorn et al., 2003) et de la charge parasitaire a I’intérieur de 1’hote (Fontenot et al., 2003).
Néanmoins, pour atteindre ces niveaux d’efficacité les spores doivent se développer de fagon
concomitante avec les larves de strongles gastro-intestinaux (Faedo et al., 2000). Deux principaux
freins apparaissent alors pour 1’utilisation de ces champignons nématophages en ferme.

Le premier concerne la forme sous laquelle les champignons pourraient étre distribués aux animaux.
En effet, pour obtenir les meilleurs résultats, les spores doivent étre distribuées aux animaux tres
fréquemment, a savoir tous les deux a trois jours (Charlier et al., 2017) voire quotidiennement pendant
1 & 2 mois (Paraud & Chartier, 2002). Les doses optimales ont été estimées a 1x10° spores/kg de poids
vif chez les bovins et a 2,5 a 5x10° spores/kg de poids vif chez les petits ruminants (Ketzis et al.,
2006 ; Paraud et al., 2005). Une distribution a I’auge au moment de la traite semble envisageable pour
les troupeaux laitiers (Paraud & Chartier, 2002). Pour les troupeaux allaitants, une distribution sous
forme de bloc a lécher pourrait étre envisagée mais se pose alors la question du controle de la dose
ingérée par chaque individu. L’intérét de cette technique semble donc plus limité en élevage allaitant

(Paraud & Chartier, 2002).
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Le deuxiéme frein est le contrdle de I’éclosion et de la croissance des spores. L’utilisation de D.
flagrans pour le controle des SGI ne représente une stratégie efficace que si les spores se développent
suffisamment vite pour capturer et détruire les larves avant qu’elles ne migrent vers le milieu
environnant (Faedo et al., 2000). Lors d’essais en ferme, des résultats variables ont été observés selon
les saisons lorsque les conditions environnementales étaient défavorables (Chartier & Pors, 2003 ;

Ketzis et al., 2006), voire une absence d’effet dans certains cas (Faessler et al., 2007).

Les bactéries du genre Bacillus, dont B. thuringiensis en particulier, sont également étudiées

pour leur toxicité vis-a-vis des SGI.

Les propriétés insecticides des cristaux protéiques contenus dans les spores de ces bactéries sont bien
connues (Wei et al., 2003). Ces cristaux protéiques sont activés lors de leur passage dans le tube
digestif de I’insecte. IIs se lient alors a des récepteurs ce qui leur permet de s’insérer dans la membrane
intestinale et ainsi de former des pores, conduisant ainsi a la mort de I’insecte (Marroquin et al., 2000).
Plusieurs études ont permis de mettre en évidence la toxicité des spores de ces bactéries vis-a-vis des
nématodes, notamment Caenorhabditis elegans (Leyns et al., 1995 ; Marroquin et al., 2000) puis H.
contortus, T. colubriformis et O. circumcincta, les trois principales espéces de strongles chez les ovins
(Kotze et al., 2005 ; Sinott et al., 2012). L’effet toxique des bactéries du genre Bacillus serait d’autant
plus fort que I’exposition des stades libres a ces bactéries est précoce (O’Grady et al., 2007). 11 a été
démontré que ces bactéries agissent sur les stades larvaires en inhibant leur développement (Sinott et
al., 2012). Leur toxicité serait moindre vis-a-vis des stades infestants et des adultes pour lesquels
I’action de ces bactéries consisterait plutdt a limiter leur capacité de migration et donc leur capacité a
infester les animaux (Sinott et al., 2012 : Kotze et al., 2005).

Des ¢tudes complémentaires sont nécessaires pour déterminer sous quelle forme ces bactéries
pourraient é&tre utilisées. Une possibilité serait de les administrer par voie orale aux animaux.
Cependant les cristaux de B. thuringiensis présenteraient une toxicité fortement réduite pour les larves
de strongles apres une exposition a des conditions de pH acide (Kotze et al., 2005). Il faudrait donc
mettre au point une formulation permettant de protéger les spores des conditions acides du tractus

digestif des ruminants.
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2.3. Renforcer la réponse immunitaire de I’héte

2.3.1.Description de la réponse immunitaire de I’héte

Chez les ovins, la réponse immunitaire commence a se mettre en place autour de I’age de 3
mois (Bishop et al., 1996) et se développe lors des contacts successifs entre les individus et les
strongles gastro-intestinaux (Seaton et al., 1989). Une fois adultes, les individus exposés a des
infestations régulieres sont généralement capables de maintenir une réponse immunitaire efficace et de
résister aux infestations parasitaires (McKenna, 1981). Il faut cependant souligner qu’il existe une

grande variabilité interindividuelle comme nous le verrons dans la partie 2.3.4.

2.3.1.1. Mécanismes mis en jeu

La réponse immunitaire fait appel a des mécanismes relevant de deux systémes qui sont liés :

la réponse innée (non spécifique) et la réponse acquise (spécifique) (Clark and Kupper, 2005).

Réponse immunitaire innée :

La réponse immunitaire innée est mise en place rapidement aprés 1’infestation de I’individu par les
larves infestantes. La muqueuse du tractus gastro-intestinal joue le role de barriére physique a
I’établissement et a la survie des larves de strongles gastro-intestinaux et est impliquée dans la
reconnaissance des antigénes larvaires et I’activation de la réponse immunitaire acquise (McRae et al.,

2015).

Deux phénomeénes physiques sont associés a la réponse innée a une infestation parasitaire. Plusieurs
études ont montré que I’infestation est suivie d’une augmentation de la production de mucus par les
cellules qui se situent a la surface du tractus gastro-intestinal (Harrison et al., 1999 ; Harrison et al.,
2003). Le mucus est composé en grande partie de protéines appelées mucines qui lui donnent une
consistance visqueuse et de molécules ayant une action antimicrobienne ou de stimulation de
I’inflammation. La contractilité des muscles lisses entériques serait également modifiée en réponse a
I’infestation. Une corrélation négative entre la concentration en bradykinine qui favorise la dilatation
et la contraction des muscles lisses et le nombre des parasites adultes chez des ovins infestés par

T.circumcincta a été mise en évidence (Williams, 2012).

Des cellules de I'immunité innée, telles que les cellules dendritiques ou les macrophages, jouent un
role dans la reconnaissance des larves. Ces cellules portent des récepteurs cellulaires appelés PRR
(Pattern Recognition Receptor) qui reconnaissent des motifs moléculaires caractéristiques de 1’agent

infectieux appelés PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns). Elles sont ainsi capables
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d’identifier et internaliser des antigeénes puis de migrer vers les ganglions lymphatiques ou elles vont
activer les lymphocytes T naifs. Elles participent ainsi au déclenchement de la réponse immunitaire

acquise en activant la différenciation et la prolifération des lymphocytes T.

Réponse immunitaire acquise :

La réponse immunitaire mise en place suite a une infestation parasitaire est de type Th2. Elle implique
la production de différentes cytokines (IL-4, IL-5 et IL-13), d’éosinophiles, de basophiles et de

mastocytes.

La production d’interleukine 4 (IL-4) induit la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes
Th2 et inhibe la différenciation en lymphocytes Thl. Une fois activés, les lymphocytes Th2 vont
produire eux-mémes de I’IL-4 créant ainsi une rétroaction positive, ainsi que d’autres cytokines dont

IL-5, IL-9, IL-13.

L’IL-4 va induire la production d’anticorps IgE par les lymphocytes B. Cet anticorps a la propriété de
se lier au récepteur Fc présent a la surface des mastocytes. Lorsqu’il est lui-méme li¢ a un antigéne
provenant du parasite, il va déclencher la dégranulation des mastocytes entrainant ainsi la libération de
molécules qui vont stimuler la contractilité des muscles lisses du tractus digestif de I’hote. L’IL-4 va

également activer les cellules impliquées dans la réparation des tissus.

L’11-5 va d’une part activer les plasmocytes qui vont produire des anticorps IgA et d’autre part induire

la différenciation, I’activation puis la dégranulation des éosinophiles.

L’II-13 joue un role dans la réparation des cellules épithéliales et stimule la production de mucus.

Associée a I’[L-9, I’'IL-13 active également la dégranulation des mastocytes.
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Figure 3 : La réponse immunitaire aux strongles gastro-intestinaux chez les ovins
(McRae et al., 2015).
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2.3.1.2. Etapes du cycle biologique des strongles gastro-intestinaux

affectées par la réponse immunitaire

La réponse immunitaire va agir sur différents traits de vie du parasite : établissement des
larves infestantes dans la muqueuse de I’organe cible, croissance des vers adultes, fertilité¢ des femelles

et espérance de vie des adultes (Stear et al., 1995).

La production de mucus associée a une motilité intestinale plus importante aurait une action
préventive en empéchant I’ établissement des larves.

I a été montré in vitro que les éosinophiles sont capables de réduire la motilité des larves infestantes
du parasite H. contortus, les empéchant ainsi de s’établir dans la muqueuse de la caillette. Cela s’est
traduit par une diminution de la charge parasitaire et donc du nombre d’ceufs excrétés dans les feces
chez des agneaux infestés avec des larves préalablement mises en contact avec des éosinophiles

activés (Terefe et al., 2007).

Plusieurs études se sont intéressées au role des IgA dans la résistance aux SGI. Cet anticorps
interviendrait principalement dans le contrdle de la taille des vers adultes et donc de la fécondité des
femelles adultes (Stear et al., 1995). En effet la fécondité des vers femelles est étroitement liée a leur
taille (Rowe et al., 2008). Il a été estimé que la variation de la réponse IgA dans la muqueuse
abomasale pourrait expliquer jusqu’a 40% de la variation de la longueur et de la fécondité des femelles

(Stear et al., 1995).

2.3.1.3. Effet de I'age et du statut physiologique

Les individus sont particuliérement sensibles aux strongles gastro-intestinaux a deux périodes

de leur vie : le jeune age et la période du peripartum chez les femelles adultes.

Comme évoqué précédemment, les jeunes individus sont généralement plus sensibles aux infestations
parasitaires que les adultes. Leur réponse immunitaire se développe au cours de leur premicre année de
vie au paturage (Colditz et al., 1996). Cette sensibilité accrue chez les jeunes individus est en grande
partie due au fait que les animaux sont naifs a 1’égard des SGI et qu’ils n’ont donc pas développé leur
immunité acquise. Elle serait également due a une réactivité moindre de leur systéme immunitaire qui
n’est pas encore complétement mature (Colditz et al., 1996). Douch & Morum (1993) ont ainsi

observé des OPG significativement plus élevés chez les moutons de 4 mois que chez ceux de 28 mois
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alors que tous les individus étaient logés en batiment avant I’infestation et donc naifs au début de

I’infestation expérimentale.

On observe un relachement de la réponse aux strongles gastro-intestinaux, appelé « periparturient
relaxation of immunity » dans la littérature, chez les femelles adultes en peripartum (fin de la
gestation et début de lactation).

En comparant des brebis gestantes et non gestantes, Beasley et al. (2010) ont étudié le relachement de
I’immunité qui précéde un pic d’excrétion d’ceufs chez les brebis gestantes. Il se traduit par une
moindre production d’éosinophiles et d’anticorps chez les brebis gestantes que chez les brebis non
gestantes. Leur nombre reste faible chez les femelles en lactation alors qu’il augmente rapidement
s’accompagnant d’une réduction de la charge parasitaire et des OPG chez les brebis dont les agneaux
ont été sevrés.

Ce phénomene est probablement dii au stress nutritionnel que rencontrent les femelles a cette période
de leur cycle de production. En effet, leurs besoins en nutriments augmentent fortement en fin de
gestation alors que leur capacité d’ingestion diminue car le feetus grandit fortement au cours du dernier
tiers de la gestation. De méme en début de lactation, les besoins nutritionnels des femelles sont trés
importants et ne sont, en général, pas couverts. Les fonctions de reproduction étant prioritaires sur la
fonction immunitaire (Coop & Kyriazakis, 1999), la réponse immunitaire est moins efficace. Le
nombre d’ceufs excrétés par les femelles est alors tres élevé (phénomene appelé « periparturient rise »
dans la littérature) (Dunsmore, 1965). Cela a pour conséquence une forte contamination des patures
par les larves infestantes (Brunsdon, 1971). Ainsi les femelles autour du part deviennent une
importante source d’infestation des patures et indirectement pour leurs agneaux (Donald & Waller,

1973).

2.3.2.Vaccination
Un premier outil pour renforcer la capacité de 1’hdte a résister a une infestation parasitaire est
la vaccination.

La vaccination consiste a mettre en contact le systtme immunitaire de 1’hote avec les antigénes d’un
agent pathogene afin de le stimuler et de déclencher la mise en place d’une réponse immunitaire
efficace en prévention de futures infections. Les vaccins offrent ainsi une protection durable a [’hote

contre les agents pathogenes ciblés.

Les vaccins peuvent étre synthétisés a partir de deux types d’antigenes :
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- Les antigénes « naturels » qui sont présents a la surface de la cuticule des
strongles, en particulier les larves. IlIs vont déclencher le développement d’une
réponse immunitaire acquise.

- Les antigeénes « cachés » qui sont présents a I’intérieur du parasite et ne sont
donc pas exposés au systéme immunitaire de I’hote lors d’une infestation
naturelle (Bassetto & Amarante, 2015). La vaccination va stimuler la
production d’anticorps spécifiques a ces antigénes qui vont circuler dans le

sang de I’hote.

A I’heure actuelle, Barbervax® (Wormvax Australia Pty Ltd) est le seul vaccin commercialisé pour
lutter contre H. contortus chez les petits ruminants (Matthews et al., 2016).

Ce vaccin repose sur |’utilisation de certains antigénes cachés. Il contient des enzymes (H11 et H-gal-
GP) situées a la surface des cellules intestinales chez H. contortus et impliquées dans la digestion du
sang de I’hote par le parasite. Lors d’une infestation, les parasites hématophages vont ingérer les
anticorps produits par 1’hdte vacciné en se nourrissant de son sang. Les anticorps vont se lier a leur
cible et réduire la capacité des parasites a se nourrir et donc les affaiblir (Smith, 2014). L’efficacité de
ce vaccin a été prouvée avec notamment une réduction d’excrétion d’ceufs de 70 a 85% chez des

agneaux en Australie (Smith, 2014).

Néanmoins le nombre d’injections nécessaires pour conserver une protection suffisante peut
représenter un frein important pour son utilisation en élevage. Comme le vaccin repose sur des
antigénes cachés, c’est-a-dire des protéines auxquelles le systéme immunitaire de 1’hote n’est pas
expos¢ lors d’une infestation naturelle, il est nécessaire d’administrer le vaccin régulierement aux
animaux afin de stimuler le systéme immunitaire de I’hdte. Les animaux n’ayant jamais été vaccinés
auparavant doivent recevoir trois doses avant de bénéficier d’un niveau de protection efficace. Puis

des rappels doivent étre administrés toutes les six semaines (Besier et al., 2015).

2.3.3. Supplémentation en protéines

Une infestation par des strongles gastro-intestinaux engendre chez 1’hdte une perte importante
de plasma dans le tractus gastro-intestinal, une diminution de I’ingestion, une réduction de
I’absorption des nutriments et une réorientation de I’utilisation des protéines vers la réponse
immunitaire et la réparation des tissus (Coop & Holmes, 1996). Ces effets dépendent du niveau
d’infestation et du statut physiologique de 1’animal (Coop et al., 1982). Les études s’accordent a dire

que les pertes sont principalement protéiques (Brown et al., 1991).
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Une supplémentation en protéines peut bénéficier aux hotes de deux fagons :
- répondre aux besoins supplémentaires dus a la réponse immunitaire et ainsi
augmenter leur résistance aux infestations parasitaires.
- leur permettre de maintenir leur capacité de production malgré I’infestation

(Knox et al., 2006).

En termes de résistance, la supplémentation en protéines ne semble pas agir sur I’installation des
larves mais va plutét améliorer la réponse immunitaire face aux vers adultes. Cela va se traduire par
une réduction de la taille des strongles femelles et donc de I’excrétion d’ceufs chez les animaux
supplémentés (Wallace et al., 1995). Les individus recevant une supplémentation en protéines
produisent des anticorps IgA en plus grande quantité, ce qui leur permettrait de réguler plus
efficacement la taille et la fécondité des vers qu’ils hébergent (Strain & Stear, 2008). Des résultats

similaires ont ét€ obtenus dans 1’espece caprine vis-a-vis d’H. contortus (Cériac et al., 2019).

Les capacités de production sont également augmentées. Une meilleure qualité de la carcasse est
observée chez des agneaux infestés de fagon répétée avec H. contortus et supplémentés en protéines
que chez les agneaux non supplémentés (Wallace et al., 1995). Le gain de poids et la production de
laine augmentent chez des agneaux naturellement infestés au paturage et supplémentés en protéines

(Steel, 2003).

La supplémentation en protéines aiderait également les animaux a contrebalancer les effets
physiologiques de D’infestation tels que la perte d’appétit. Une explication possible est que les
strongles adultes, plus petits et moins actifs chez les hotes supplémentés, prélévent une moindre

quantité de sang chez I’hdte. Les effets de ’infestation seraient donc réduits (Strain & Stear, 2008).

La supplémentation en protéines peut se révéler particulierement utile chez les femelles en fin de
gestation et en début de lactation pour limiter I’augmentation d’excrétion d’ceufs liée au relachement
de 'immunité a cette période (Houdijk et al., 2001).

Enfin, I’effet de cette supplémentation est important chez les races sensibles au parasitisme gastro-
intestinal alors qu’il semble plus limité chez des races plus résistantes comme les races tropicales ou

les races rustiques adaptées au paturage (Steel, 2003).
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2.3.4. Sélection génétique

La sélection génétique a pour but d’obtenir des individus de plus en plus performants
génération apres génération en choisissant les meilleurs reproducteurs au sein d’une population. Elle
est rendue possible par I’existence d’une variabilité en partie d’origine génétique entre les animaux
pour le caractére que ’on souhaite améliorer. Dans cette partic nous nous attacherons donc a
démontrer ’existence de cette variabilité pour la résistance au parasitisme et nous évoquerons les
différentes stratégies qui peuvent étre mises en ceuvre pour en tirer parti. Nous nous intéresserons
également a I’identification de régions du génome impliquées dans la résistance au parasitisme. Il ne
sera fait dans cette partie qu’un état des lieux, les méthodes seront présentées dans la partie 3 de cette

revue bibliographique.

2.3.4.1. Variabilité genétique de la résistance de I’héte

Comme évoqué précédemment, la distribution des strongles gastro-intestinaux au sein d’une
population hote est surdispersée : une majorité des individus est peu infestée alors qu’un petit nombre
d’individus est tres infesté. Cela s’explique, d’une part, par la répartition spatiale hétérogene des larves
infestantes sur la pature a I’origine de I’ingestion d’un nombre variable de larves infestantes par les

hétes et, d’autre part, par une variabilité de la réponse des hdtes aux infestations.

Chez les petits ruminants, I’existence d’une variabilité inter-race de la résistance au parasitisme a fait
I’objet de nombreuses études. La plupart des races résistantes sont des races tropicales ou
subtropicales comme les races Red Massai, Florida Native, Gulf Coast Native, Barbados Blackbelly et
Ste Croix en ovin ou encore la race Créole chez les caprins (Bishop & Morris, 2007). Ces races qui ont
évolué dans un milieu favorable aux parasites gastro-intestinaux ont subi une forte pression de
sélection, ce qui leur confere aujourd’hui une plus grande résistance. Une premicre approche pour
bénéficier de cette variabilité serait d’utiliser les races les plus résistantes. Cependant, elles sont
généralement moins performantes en termes de production. Une autre possibilité serait de réaliser des
croisements entre individus de races résistantes et individus de races plus productives mais la
résistance de ces croisements n’est pas bien décrite. De plus, le colit de cette stratégie est non

négligeable puisqu’il faudrait maintenir plusieurs noyaux en race pure (De la Chevrotiere, 2011).

Une autre solution consiste a tirer profit de la variabilité de la résistance entre individus au sein d’une

méme race. Il faut pour cela qu'une part de cette variabilité soit sous contréle génétique. On la mesure
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par I’héritabilit¢ (h?) qui correspond a la part de variance génétique dans la variance totale du
phénotype. Celle-ci fait ’objet d’un large consensus dans la littérature avec des valeurs comprises
entre 0,2 et 0,4 quelles que soient la race étudiée et les conditions d’infestation (Safari and Fogarty,
2003). Ces valeurs d’héritabilité laissent penser que la sélection génétique représente une stratégie

prometteuse pour le controle des SGI.

Son efficacité a d’ailleurs été démontrée par la création de lignées divergentes sélectionnées sur la
base de mesures d’OPG (Morris et al., 2000 ; Woolaston et al., 1990). Ces lignées représentent un
formidable outil pour évaluer I’efficacité de la sélection en appliquant une forte pression de sélection
sur les individus. Elles permettent également d’étudier les conséquences que la sélection pour la
résistance aux SGI aura sur les caractéres de production. Enfin, elles peuvent étre utilisées pour
évaluer les capacités d’adaptation des strongles gastro-intestinaux a des hotes génétiquement plus

résistants.

2.3.4.2. Déterminisme génétique de la résistance au parasitisme

La détection de régions chromosomiques ayant un effet significatif sur un caractére donné,
appelées Quantitative Trait Loci (QTL), a fait ’objet de nombreuses publications. Les régions
chromosomiques impliquées dans le déterminisme génétique de nombreux caractéres d’intérét ont été
cartographiées, en particulier les caractéres ayant une forte importance économique et les caracteres

coliteux et difficiles a mesurer (Dominik, 2004).

Dans le cas de la résistance aux strongles gastro-intestinaux, de nombreuses régions chromosomiques
réparties sur I’ensemble du génome ont été identifiées (Tableau 5). Elles sont propres a chaque race et

peuvent également varier selon les conditions d’infestation.

La diversité des régions identifiées conduit a penser que le déterminisme génétique de la résistance
aux strongles gastro-intestinaux est polygénique. Le progrés génétique que 1’on peut espérer dans le
cadre de la sélection sera plus lent que si un géne majeur de résistance avait pu étre mis en évidence.
Cependant, le risque de contournement par les parasites s’en trouve réduit. En effet, ce déterminisme
polygénique laisse penser que plusieurs mécanismes sont impliqués. Il semble peu probable que les
strongles puissent s’adapter a I’ensemble de ces mécanismes malgré leur grande capacité d’adaptation

(Kemper et al., 2008).
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Tableau 5 : Etat des lieux des régions QTL identifices pour la résistance au parasitisme

(d’apres Zvinorova et al., 2016).

Markers Breed Chromosome References
Microsatellites Romney- Coopworth 8,23 Crawford et al. (2006)
Microsatellites Scottish Blackface 2,3, 14 and 20 Davies et al. (2006)
Microsatellites Soay 1*, 6%, 12* Beraldi et al. (2007)
Microsatellites Scottish Blackface 3,20 Stear et al. (2009)
Microsatellites Spanish Churra 1,6,10, 14 Gutiérrez-Gil et al. (2009)
SNP Merino Marshall et al. (2009)
Microsatellites Romney-Merino Backcross 3% 21,22% Dominik et al. (2010)
Microsatellites Suffolk and Texel 3,14 Matika et al. (2011)
Microsatellites, SNp  Romane-Martinik Blackbelly 5 1, 115 5 Salle et al. (2012)
Backcross

Microsatellites Red Masaai, Dorper 2,26 Marshall et al. (2013)

SNP Soay 1, 9% Brown et al. (2013)

SNP Scottish Blackface 6, 14 Riggio et al. (2013)
Scottish Blackface, Sarda-

SNP Lacaune Backross, Martinik 4* 6, 14, 19*, 20* Riggio et al. (2014a)
Blackbelly-Romane Backcross

SNP Red Maasai-Dorper Backcross 6, 7 Benavides et al. (2015)

2.3.4.3. Corrélations génétiques entre la résistance aux strongles gastro-

intestinaux et les caracteéres de production et de reproduction

Un grand nombre d'études ont eu pour objectif d'estimer les corrélations génétiques entre les
caracteres de production et les caracteres de résistance aux strongles gastro-intestinaux. Cependant
aucun consensus n'a pu étre trouvé. Ceci peut s’expliquer par la diversité des races ¢tudi¢es qui ont des
potentiels génétiques différents en termes de résistance et de résilience, par les systemes d’élevage ou
encore par la diversité¢ des méthodes d’analyse. De plus, on peut noter qu’une part importante de ces
études a été menée en conditions d’infestation naturelle. La variabilité des impacts sur la production
peut donc également s’expliquer par différents niveaux de contamination des patures et donc
d’infestation des animaux (Pollot and Greef, 2004), la durée de la période entre le début de
I’infestation et la mesure (Doeschl-Wilson et al., 2008), les espéces de parasites présentes au paturage

qui peuvent étre plus ou moins pathogenes.
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Les corrélations génétiques entre les caracteres de production et le nombre d’ceufs dans les feces
(OPQ@G), utilisé comme caractére de résistance aux SGI, ont principalement été estimées chez les races
allaitantes et les races productrices de laine. Chez les races laiti¢res, I’estimation de ces corrélations a
fait I’objet de peu de publications. On peut tout de méme citer I’étude de Heckendorn et al (2017) en
caprin en conditions d’infestation naturelle qui rapporte une corrélation défavorable de 0,49 entre les
OPG et la quantité de lait. On peut également citer Sechi et al. (2009) qui ont estimé une corrélation

génétique favorable de 0,21 entre les OPG et le comptage de cellules somatiques.

Le Tableau 6 présente un apercu des estimations des corrélations génétiques estimées entre les
caractéres mesurant la résistance aux strongles gastro-intestinaux et les caractéres de production et de

reproduction.

Tableau 6 : Corrélations génétiques entre caractéres de résistance aux strongles gastro-intestinaux et

caracteres de production et de reproduction.

Production Caractere Corrélation génétique Race Référence
Laine Poids de laine -0,15+0,18 Romney Bisset et al., 1992
(12 mois)
Poids de laine 0,21 +0,11 Merinos Eady et al., 1998
(10 mois)
Diamétre de fibre -0,09 + 0,09 Merinos Eady et al., 1998
(10 mois)
Diamétre de fibre 0,04 +0,12 Merinos Eady et al., 1998
(21 mois)
Croissance Poids au sevrage -0,05 £ 0,22 Romney Bisset et al., 1992
Poids (6mois) -0,29 £ 0,22 Romney Bisset et al., 1992
Poids (5 mois) -0,63 £0,32 Scottish Bishop et al., 1996
blackface
Lait Quantité de lait 0,49 Caprins : Alpine Heckendorn et al., 2017
et Saanen
Cellules somatiques 0,21+0,16 Sarde x Lacaune Sechi et al., 2009
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2.4. Vers une gestion intégrée des strongles gastro-intestinaux en

ferme

Le contrdle des strongles gastro-intestinaux chez les petits ruminants élevés au paturage par
I’unique levier des traitements anthelminthiques a atteint ses limites. Une gestion durable des SGI
passe par la mise en ceuvre d’une combinaison de plusieurs stratégies complémentaires (Larsen, 2000).
Cette gestion intégrée ne doit pas avoir pour but de totalement éliminer les SGI mais plutét de
maintenir la population de SGI en deca du seuil ou ils causent des dommages chez leurs hotes. Un des
objectifs est d’éviter d’exercer une trop grande pression de sélection sur une stratégie particuliere afin
de limiter les risques de contournement. Cependant plusieurs questions demeurent quant a leur mise en

ceuvre en ¢levage.

2.4.1. Choix des stratégies les plus adaptées

Les stratégies qui conviennent pour un élevage donné ne permettront pas une bonne gestion
des SGI dans tous les élevages. Des travaux de recherche doivent encore étre menés afin de déterminer
quelles sont les stratégies a adopter selon la pression parasitaire au sein de 1’élevage, les pratiques en
termes de gestion des patures et de gestion du troupeau, les conditions climatiques de la région dans
laquelle se trouve I’élevage, etc... Une autre question importante porte sur 1’effet que peut avoir la
combinaison de différentes stratégies. En effet, elles ont souvent été étudiées indépendamment les
unes des autres mais le potentiel effet additif d’une combinaison de stratégies est mal connu. Compte
tenu de la diversité des méthodes de contrdle, tester expérimentalement 1’efficacité des différentes
combinaisons possibles serait difficilement réalisable et trés colteux. Les modeles mathématiques
peuvent alors s’avérer trés utiles puisqu’ils permettent de représenter un systéme afin de mieux le
comprendre et de prédire des résultats futurs. On peut alors évaluer par simulation un grand nombre de
combinaisons & moindre colt et identifier les cas les plus pertinents qui pourront ensuite étre validés
expérimentalement. Ces approches permettent ainsi de mener des études tout en limitant le recours aux

animaux en infestations expérimentales ou naturelles.

2.4.2. Faisabilité et acceptabilité par les éleveurs

La mise en ceuvre de ces stratégies représente un changement important pour les éleveurs dans

leur gestion du parasitisme. La faisabilité en ferme et I’acceptabilité par les éleveurs des différentes
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stratégies présentées précédemment sont des points essentiels pour la mise en place d’une gestion
intégrée du parasitisme. Méme si leur efficacité a été démontrée expérimentalement, toutes ne sont pas

encore applicables en ¢levage et des travaux sont nécessaires afin de les valider sur le terrain.

Le traitement sélectif s’appuie sur I'utilisation des indicateurs présentés au paragraphe 1.4 qui doivent
permettre a I’éleveur de déterminer quels sont les animaux a traiter. Or on s’apercoit qu’en pratique

leur utilisation n’est pas si aisée.

Prenons I’exemple de 1’index FAMACHA développé en Afrique du Sud sur des troupeaux ovins
parasités par H. contortus. 1l y a tout d’abord une part de subjectivité dans I’attribution des notes. Une
période estimée a environ un an semble nécessaire pour s’approprier pleinement cette méthode
(Mahieu et al, 2007). De plus, cet indicateur peut manquer de sensibilité. Méme s’il s’est avéré tres
efficace dans les pays ou H. contortus est largement majoritaire, son intérét semble plus limité lorsque
les animaux sont parasités par d’autres espéces de nématodes (Van Wyk & Bath, 2002). Une étude
menée au Brésil suggeére que son utilisation comme seul critére de décision pour un traitement s¢lectif
de I’haemonchose chez les agneaux est insuffisante (Cintra et al., 2018). Enfin, une évaluation fiable
nécessite une observation des animaux réguliére (toutes les 2 a 3 semaines). Cette méthode peut donc
étre mise en ceuvre dans les pays avec des troupeaux de taille restreinte mais semble difficilement

envisageable dans des troupeaux de grande taille avec peu de main d’ceuvre (Besier, 2012).

D’un point de vue économique, le bénéfice de ces approches n’est pas clair. Pour les élevages ovins, le
montant des économies liées a une moindre utilisation des traitements anthelminthiques en mettant en
place le traitement ciblé a été évalué a £660 (soit 790€) par an et par élevage au Royaume-Uni
(Kenyon & Jackson, 2012). Cependant, la mise en ceuvre d’un traitement sélectif suppose que I’on
réalise un diagnostic et engendre donc une charge de travail supplémentaire pour 1’¢leveur s’il se base

sur les indicateurs décrits au paragraphe 1.4 ou bien des frais si des coproscopies sont réalisées.

L’accompagnement des éleveurs dans I’utilisation ces nouvelles approches est un facteur important.
Les résultats de I’enquéte menée par Cabaret et al. (2009) auprés d’éleveurs d’ovins allaitants
soulignent I’importance du réle des conseillers dans 1’acceptabilité par les éleveurs de nouvelles
pratiques. Il peut aussi étre envisagé de développer des outils d’aide a la décision fiables et faciles
d’utilisation pour guider les éleveurs ou leurs conseillers (van Wyk et al., 2006 ; Van Wyk and
Reynecke, 2011). Ces outils pourraient prendre en compte des données météorologiques ainsi que des
données sur la gestion du troupeau et des patures pour évaluer le plus précisément possible la pression

parasitaire et déterminer le moment le plus opportun pour administrer un traitement.
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D’importants efforts de recherche ont été réalisés ces derniéres années afin d’identifier de
nouvelles méthodes de contréle des strongles gastro-intestinaux. Une gestion durable des strongles
gastro-intestinaux nécessitera la mise en ceuvre d’une combinaison de différentes méthodes. Ces
méthodes s’organisent en trois axes de lutte : éliminer les strongles gastro-intestinaux, tarir les sources

de contamination et améliorer la résistance de [’hote

Cependant nous avons pu voir dans cette partie que certaines de ces stratégies ne sont pas
toujours aisément applicables dans les ¢élevages. Dans le cadre de mes travaux de thése, je me suis
intéressée plus particuliérement a la sélection génétique pour la résistance aux SGI qui fait aujourd’hui

partie des stratégies les plus prometteuses en France.
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3. Sélection génétique d’un animal résistant aux nématodes gastro-

intestinaux

Le contrdle des strongles gastro-intestinaux devient un enjeu de plus en plus important pour les
¢éleveurs de la filiere ovine. Face aux cas de résistance aux anthelminthiques de plus en plus nombreux,

les organismes de sélection ont manifesté leur intérét d’intégrer la résistance aux SGI dans la sélection.

3.1. L’amélioration génétique

L’amélioration génétique a pour objectif d’obtenir des individus plus performants pour un
ensemble de caractéres zootechniques d’intérét. Elle est réalisée de générations en générations via le
choix des reproducteurs parmi les individus ayant le plus fort potentiel génétique pour ces caracteres et

la gestion des accouplements entre ces individus.

Les programmes de sélection ont pour objectif de créer et de cumuler le progres génétique pour un
ensemble de caractéres zootechniques d’intérét au sein d’une population en sélection et diffuser ce

progres a la population commerciale.

En France, les schémas de sélection ovins reposent sur une organisation collective des éleveurs que
I’on qualifie de pyramidale. Ils se composent de deux types d’¢élevage : les élevages sélectionneurs qui
composent le noyau de sélection et créent le progres génétique et les élevages utilisateurs qui
bénéficient du progres génétique. Ils ont pour objectif de gérer la variabilité génétique au sein des
races et d’améliorer les performances des reproducteurs en fonction des objectifs de sélection définis

par I’organisme de sé¢lection (OS).

Le fonctionnement des programmes de sélection repose sur (i) la collecte de données en ¢levage ou en
station de contrdle et centre d’insémination, (ii) I’évaluation du potentiel génétique des animaux et (iii)
la gestion des populations en sélection (renouvellement de la population et organisation des
accouplements). En ovin, le fonctionnement est conditionné par deux contraintes : 1’insémination en
semence fraiche et une reproduction saisonnée marquée. Un pool de males reproducteurs important est

donc nécessaire.
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3.2. Principe de I’estimation des paramétres génétiques et de

I’évaluation

3.2.1. Présentation du modéle polygénique

En génétique quantitative, le phénotype désigne I’ensemble des caracteres observables sur un
individu. Le phénotype d’un animal se décompose de la maniére suivant : P = G + E ou G est I’effet

du génotype de I’animal et E ’effet de I’environnement (ou milieu).

Les effets environnementaux (E) se définissent comme tout ce qui peut influencer les performances
d’un individu. IlIs peuvent correspondre a différents ¢léments liés a 1’animal lui-méme (age, sexe,
statut physiologique etc...), aux conditions d’¢élevage (troupeau, année, alimentation etc...) ou encore

a la mesure du phénotype (méthode ou opérateur).

Le génotype G peut étre décomposé en une valeur génétique additive A de ’animal (somme des effets
additifs moyens des geénes controlant 1’expression du caractére), une valeur de codominance D
(somme des effets d’interaction entre alleles des différents loci impliqués dans 1’expression du
caractere) et une valeur d’épistasie I (somme des effets d’interaction entre alleles de loci différents).
Dans le cadre de la sélection, on s’intéresse a la valeur génétique additive A car on suppose que c’est

elle qui représente la plus grande part transmise aux descendants.

L’estimation des parameétres génétiques et 1’évaluation génétique des animaux reposent généralement
sur le modéle infinitésimal défini par Fisher en 1918. On considére alors qu’un caractére quantitatif est
déterminé par un trés grand nombre de génes ayant des effets faibles et indépendants. En appliquant le
théoréme de limite centrale, on peut considérer que la valeur génétique additive suit une distribution

normale.

Les performances des individus peuvent étre modélisées selon le modele lin€aire mixte (comprenant a
la fois des effets fixes, principalement environnementaux, et des effets aléatoires génétiques ou

environnementaux) suivant :
y=Xp+Zu+e

ou y est le vecteur des performances de l’ensemble des individus, 8 le vecteur des effets
d’environnement considérés dans le modeéle, u le vecteur des valeurs génétiques aléatoires et e est le
vecteur aléatoire des erreurs résiduelles. X et Z sont les matrices d’incidence reliant une performance
aux effets fixes et aléatoires respectivement. Le vecteur des valeurs génétiques u suit une loi normale
de moyenne nulle et de variance Ao avec A la matrice de parenté construite a partir des informations
pédigrée. Le vecteur des erreurs résiduelles e suit une loi normale d’espérance nulle et de variance

Io2.
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Les effets environnementaux pris en compte dans le modele peuvent étre définis comme des effets
fixes lorsqu’il y a un nombre limité de niveaux ou bien comme des covariables s’ils ont une relation
linéaire avec le caractére étudié ou comme des effets aléatoires s’il y en a un trés grand nombre sans

relation a priori avec le caractére étudié.

3.2.2. Principe des méthodes d’estimation des paramétres génétiques

La sélection génétique est permise par I’existence d’une variabilité en partie d’origine
génétique au sein des populations animales. La variabilité d’un caractére se mesure au travers de la

2

variance phénotypique g5 . En s’appuyant sur le modele décrit dans la partie 3.2.1., on peut

décomposer la variance phénotypique af, en ses composantes génétiques et environnementales notées
o et g respectivement. On a alors o = oZ + 0/, la covariance entre les composantes génétique et

environnementale étant supposée nulle.

L’estimation de ces composantes permet de calculer 1’héritabilité d’un caractere et les corrélations qui

existent entre ce caractere et les autres caractéres d’intérét.

L’héritabilité représente la part de la variance phénotypique qui est d’origine génétique additive. Elle
est spécifique du caractere, de la population dans laquelle elle est estimée et du milieu.

On la calcule comme suit :

L’héritabilité est comprise entre 0 et 1. Plus elle est élevée, plus la sélection pour le caractére sera

efficace.

Le coefficient de corrélation génétique entre deux caractéres permet d’estimer le lien entre les valeurs
génétiques additives des individus pour ces deux caractéres.
11 est compris entre -1 et 1 et se calcule de la maniére suivante :

cov (A4, A7)

r, =
a O_A

1X0'A2

Une corrélation positive signifie qu’une partiec des génes déterminant le caractére 1 sont aussi a
I’origine du déterminisme génétique du caractére 2. Une amélioration génétique sur ’'un des deux

caractéres sera associée a une amélioration sur I’autre caractére également. A l’inverse, en cas de
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corr¢lation négative, ’amélioration génétique sur l'un des caractéres s’accompagnera d’une

détérioration de 1’autre caractere.

L’estimation des parameétres génétiques repose sur le méme type de modele linéaire que celui présenté
dans la partie 3.2.1. La méthode d’estimation des composantes de la variance classiquement utilisée
est la méthode REML (Restricted Maximum Likelihood). Cette méthode permet de prendre en compte
la perte d’information liée a 1’estimation simultanée des effets fixes ainsi que les effets de la sélection

et des accouplements non aléatoires (Ducrocq, 1992).

L’estimation de ces paramétres génétiques est une €tape préalable indispensable a toute évaluation. En
effet, la prédiction des valeurs génétiques des animaux nécessite de connaitre les variances et
covariances des différents effets aléatoires du modele. La valeur de I’héritabilit¢ d’un caractere
indique s’il est possible de sélectionner pour ce caractére. Les corrélations génétiques permettent quant
a elles de connaitre les liens génétiques entre le caractére a sélectionner et les autres caractéres

d’intérét, notamment ceux déja inclus dans I’index de sélection.

3.2.3. Principe des méthodes de détection des QTL

En réalité, ’expression de certains caracteres n’est déterminée que par un petit nombre de

genes ayant un effet important. Il peut alors €tre intéressant de les identifier.

Les puces a ADN, développées depuis le début des années 2000, permettent de génotyper finement les
individus d’une population. On peut, grace a ces puces, savoir quels alléles sont présents en certaines
positions du génome pour lesquelles on dispose de marqueurs sur la puce. Les marqueurs utilisés
aujourd’hui sont les Single Nucleotide Polymorphisms (SNP). Ce sont des marqueurs généralement
bialléliques caractérisés par le changement d’une seule base. Ils sont trés nombreux, répartis sur
I’ensemble du génome et peu coliteux a typer. La détection des régions chromosomiques responsables
de la variation des caractéres quantitatifs, appelées Quantitative Trait Loci (QTL), est basée sur

I’existence d’un déséquilibre de liaison entre un SNP et un QTL putatif & proximité.

Le déséquilibre de liaison désigne I’association non aléatoire d’alleles a des loci différents. Au cours
de la méiose, chaque parent transmet un brin de chacun de ses chromosomes a ses descendants. Des

recombinaisons (coupure d’un brin de chromosome remplacé en partie par 1’autre brin) peuvent
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cependant se produire de fagcon aléatoire. Les chances qu’une recombinaison intervienne entre deux
loci sont d’autant plus faibles que ces loci sont proches. Ainsi, deux loci proches sur un méme
chromosome ont une forte probabilit¢ d’étre transmis ensemble alors que deux loci distants ou
présents sur deux chromosomes différents seront transmis indépendamment 1’un de 1’autre. Certaines
associations d’alléles sont donc plus probables que d’autres dans une population. Si I’on prend
I’exemple de deux SNP notés A et B, chacun ayant deux alleles (Al, A2 et B1, B2), quatre
combinaisons appelées haplotypes sont possibles : A1B1, A1B2, A2B1, A2B2. Si chaque haplotype
est équiprobable alors il y a indépendance entre les marqueurs. A I’inverse, si certains de ces
haplotypes sont plus fréquents que les autres, alors il existe une association préférentielle entre ces

marqueurs. On dit alors qu’ils sont en déséquilibre de liaison.

On s’appuie a nouveau sur le modele lin¢aire mixte présenté dans la partie 3.2.1. auquel s’ajoutent les

effets des marqueurs (Zhang et al., 2010) :
y=Wv+Xf+Zu+e

ou y est le vecteur des performances de I’ensemble des individus, v le vecteur des effets des
marqueurs, § le vecteur des effets d’environnement, u le vecteur des valeurs génétiques aléatoires et e
est le vecteur aléatoire des erreurs résiduelles. Wet X sont les matrices d’incidence reliant une
performance aux effets fixes SNP et environnementaux respectivement. Z est la matrice d’incidence

reliant une performance aux effets aléatoires.

La matrice de parenté utilisée pour ces analyses peut étre construite a partir des informations pédigrée

ou bien en calculant la proximité entre les animaux a partir de leurs génotypes.

Plusieurs méthodes de détection de QTL existent mais elles partagent un méme principe général : on
identifie les régions du génome ayant un effet significatif sur le caractére d’intérét par une étude
statistique. On regroupe les individus d’une population en fonction de I’allele qu’ils portent au
marqueur. Puis on détermine s’il existe une différence significative entre les moyennes phénotypiques

de chaque groupe a I’aide d’un test statistique (Georges, 2007).

La détection de QTL peut étre réalisée intra famille, on parle alors d’analyse de liaison, ou bien a
I’¢échelle de la population et on parle alors d’analyse d’association. Seule ’analyse d’association a été
présentée dans cette partie car 1’analyse de liaison n’est quasiment plus utilisée chez les petits

ruminants depuis 1’arrivée des puces SNP.

58



CONTEXTE SCIENTIFIQUE — SELECTION GENETIQUE D’UN ANIMAL RESISTANT AUX STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX

3.2.4. Principe de I'évaluation génétique

Lorsqu’on réalise une évaluation génétique, on cherche a prédire la valeur génétique des
individus d’une population via un modele statistique a partir de trois types d’information : les
performances des individus (phénotypes), la description de I’environnement et le pédigrée qui décrit
les liens de parenté entre les individus auxquels s’ajoutent les paramétres génétiques préalablement

estimés.

Les données phénotypiques utilisées pour I’évaluation génétique peuvent étre mesurées sur 1’individu
lui-méme et/ou sur des individus apparentés proches. Plus on posséde de mesures pour un individu

donné, plus la prédiction de sa valeur génétique sera précise.

La méthode statistique de référence pour les évaluations génétiques, développée par Henderson (1963,
1973), est le BLUP (Best Linear Unbiaised Predictor) qui peut se traduire par la « meilleure prédiction
linéaire non biaisée ». Elle permet d’estimer des solutions pour les effets génétiques et
environnementaux a 1’aide d’un modéle linéaire, non biaisées (dont I’espérance est égale a 1’espérance
de la valeur vraie) et qui soient les meilleures possibles (le carré des erreurs d’estimation est
minimisé).

Le BLUP repose sur un certain nombre d’hypothéses: les caractéres étudiés sont quantitatifs,
dépendent d’une multitude de génes ayant chacun de petits effets, ces génes sont transmis d’une
génération a 1’autre, les liens de parenté entre les individus sont connus et les erreurs résiduelles
suivent une loi normale. Il suppose également que les variances et covariances génétiques et

résiduelles soient connues (Henderson, 1984).

Les performances des individus peuvent étre modélisées selon le mod¢le linéaire mixte (comprenant a
la fois des effets fixes, principalement environnementaux, et des effets aléatoires génétiques ou

environnementaux) suivant :
y=Xp+Zu+e

ou y est le vecteur des performances de l’ensemble des individus, 8 le vecteur des effets
d’environnement considérés dans le modeéle, u le vecteur des valeurs génétiques aléatoires et e est le
vecteur aléatoire des erreurs résiduelles. X et Z les matrices d’incidence reliant une performance aux
effets fixes et aléatoires respectivement. Le vecteur des valeurs génétiques u suit une loi normale de
moyenne nulle et de variance Ag? avec A la matrice de parenté construite a partir des informations
pédigrée. Le vecteur des erreurs résiduelles e suit une loi normale d’espérance nulle et de variance

Io2.
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Henderson et al. (1959) ont montré que les estimations des effets du mod¢le peuvent étre obtenues par

résolution du systeéme d’équations suivant :

X'X X'z
2

Z’X 7227+ Z A1
oy

2=

ot A~1 est ’inverse de la matrice de parenté, g la variance génétique et o2 la variance résiduelle.

3.2.5. Principe de I'évaluation génomique

L’¢évaluation génomique consiste a prédire la valeur génétique des individus a partir de SNP
répartis sur I’ensemble du génome (généralement plusieurs dizaines de milliers). Les individus sont
génotypés a I’aide des puces décrites au paragraphe 3.2.3. On sait donc quels alléles sont portés par un
individu en ces marqueurs. On peut ensuite en déduire grace au déséquilibre de liaison si cet individu

est porteur d’un allele favorable aux QTL.

Préalablement a la mise en place d’une sélection génomique, la constitution d’une population de
référence est une étape indispensable. Cette population rassemble des individus pour lesquels on
dispose des phénotypes et des génotypes ce qui permet d’estimer la contribution apparente de chaque
allele de chaque SNP de la puce (Robert-Granié et al., 2011). La valeur génétique d’un individu sera
estimée en sommant la valeur des alléles qu’il porte. Il est ainsi possible de prédire la valeur génétique

d’individus pour lesquels on ne dispose pas de phénotype.

Population de référence
Phénotypes + Génotypes

Candidats a la sélection Equation de Prédiction de la
Génotypes prédiction valeur génétique

Figure 4 : Principe de [’évaluation génomique
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Le modeéle utilisé est le suivant :
y=XB+Mg+e

ouy, X, [ et e sont définis comme dans le modéle d’évaluation génétique, M est la matrice contenant

une fonction du nombre d’all¢les au marqueur et g est le vecteur aléatoire des effets des SNP.

La valeur génétique d’un individu i est alors estimée en sommant les effets des alléles qu’il porte aux
marqueurs : u; = m;g ou m; est un vecteur contenant le génotype de I’individu i pour tous les

marqueurs et g est un vecteur contenant I’ensemble des effets estimés pour tous les marqueurs.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour réaliser une évaluation génomique.

Le GBLUP (Genomic Best Linear Unbiased Prediction) repose sur les mémes principes que le BLUP
décrit au paragraphe 3.2.4. L’information génomique peut étre utilisée de deux facons : (i) en utilisant
une matrice de parenté « génomique » dans laquelle les coefficients de parenté entre animaux sont
calculés a partir de la proportion d’alléles qu’ils ont en commun a la place de la matrice de parenté
basée sur le pédigrée ou (ii) en sommant les effets des marqueurs qui sont alors considérés comme des
effets aléatoires (VanRaden, 2008). Cette méthode est bien adaptée lorsqu’un grand nombre de génes
sont impliqués dans le déterminisme du caractére et que les effets des marqueurs sont faibles (Robert-

Granié et al., 2011).

L’évaluation génomique peut également étre réalisée en utilisant des méthodes Bayésiennes. Plusieurs
méthodes reposant sur différentes hypothéses concernant la distribution des effets des SNP ont été
décrites. Ces méthodes supposent que la distribution a priori des effets des SNP ne suit pas une loi
normale (VanRaden, 2008) Elles permettent de prendre en compte le fait que certains SNP peuvent
avoir des effets importants. Elles peuvent donc étre appliquées pour les caractéres pour lesquels il

existe un ou plusieurs géne(s) majeur(s) (VanRaden, 2008).

Les évaluations génomiques réalisées avec le GBLUP ou les méthodes Bayésiennes nécessitent deux
étapes : une évaluation polygénique qui permet d’obtenir des données corrigées puis une évaluation
génomique réalisée sur ces données corrigées. Cela est a 1’origine d’une perte d’information. Une
méthode permettant de réaliser I’évaluation polygénique et génomique en une seule étape a été
développée : le Single-Step GBLUP (ssGBLUP). Elle consiste a utiliser une matrice de parenté qui
combine I’information pédigrée et I’information génomique. En ovin lait, I’évaluation génomique est

basée sur cette méthode (Astruc et al., 2016).
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3.2.6. Apports de la génomique

La sélection génomique a été¢ développée dans les années 2000. En France, elle est utilisée en
routine chez les animaux d’élevage depuis 2009 chez les bovins, 2015 en race ovine Lacaune et 2017
pour les races ovines laitieres des Pyrénées. Elle permet d’obtenir un progres génétique plus important

et offre donc I’opportunité d’intégrer de nouveaux caractéres dans I’objectif de sélection.

La sélection génomique présente de nombreux avantages par rapport a la sélection polygénique

classique.

Elle permet d’augmenter ’intensité de sélection et la précision des valeurs génétiques des individus.
Cela est particulierement vrai pour les femelles qui ne pouvaient étre évaluées que sur un nombre
limit¢ de descendants dans la cadre de la sélection classique. Pour les males, elle permet
essentiellement d’obtenir une meilleure précision a un age plus précoce. Ceci s’ajoute a la possibilité
de prédire la valeur génétique d’un individu dés la naissance et donc de diminuer I’intervalle de
génération. Tout ceci contribue a augmenter le progrés génétique possible sur les caractéres
sélectionnés. En effet, le progrés génétique (AG) se définit comme suit :

i.R.o,

AG =
G T

ou i est I’intensité de sélection, R la précision, g, la variabilité¢ d’origine génétique additive et T

I’intervalle de génération.

En ovin, I’intérét de la sélection génomique est moins évident que chez les bovins. La réduction de
I’intervalle de génération est bien moindre qu’en bovin car il est déja relativement faible en sélection
classique. En effet, un bélier candidat a la sélection n’est mis en attente qu’un an avant d’avoir les
performances de ses premicres filles. De plus, le colit du génotypage est élevé par rapport a la valeur
de I’animal. Enfin, les inséminations artificielles sont réalisées en semence fraiche avec des
campagnes trés saisonnées. Ces deux contraintes imposent le maintien d’un cheptel important de
béliers par les entreprises de sélection. La sélection génomique permet tout de méme un surcroit de
progrés génétique par rapport a la sélection génétique classique avec un surcott nul a faible (surcroit
de progres génétique de 16 a 19% en race Lacaune et 20% en race Manech Téte Rousse, Buisson et

al., 2014).

Les OS ont fait le choix d’utiliser ce gain de progres génétique réalisé grace a la sélection génomique
pour inclure de nouveaux caracteres dans les objectifs de sélection plutot que de progresser plus vite
sur ceux déja sélectionnés. Les nouveaux caractéres considérés permettront d’améliorer la robustesse

des animaux, notamment la résistance aux SGI.
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L’amélioration génétique vise a obtenir des individus plus performants de génération en

génération pour un ensemble de caractéres zootechniques.

Elle est permise par I’existence d’une variabilité en partie d’origine génétique au sein d’une
population. Cette variabilité est mesurée au travers de la variance phénotypique et de la variance
génétique a partir desquelles sont estimés les paramétres génétiques. L héritabilité représente la part de
variance phénotypique qui est d’origine génétique. La corrélation génétique entre deux caracteres

permet d’estimer le lien entre les valeurs génétiques additives des individus pour ces deux caracteres.
Le passage a la sélection génomique a permis un surcroit de progrés génétique qui pourra étre
utilisé pour introduire de nouveaux caractéres en sélection, dont la résistance aux strongles gastro-

intestinaux.
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Face au développement de résistances aux anthelminthiques dans les populations de strongles
gastro-intestinaux, la sélection génétique pour une meilleure résistance au parasitisme apparait comme
une stratégie prometteuse de controle de ces parasites. Dans la filiére ovine laiti¢re, la mise en place de
la sélection génomique offre la possibilité d’intégrer de nouveaux caractéres, dont la résistance aux

strongles gastro-intestinaux, dans les objectifs de sélection.

Des programmes de sélection efficaces existent déja dans plusieurs pays tels que 1’Australie, la
Nouvelle-Zélande ou encore I’Uruguay ou les males reproducteurs sont évalués a partir des

performances de leurs descendants en ferme en conditions d’infestation naturelle.

En France, un protocole d’infestation expérimentale permettant d’évaluer les males candidats a la
sélection sur la base de leurs propres phénotypes a été développé. Plusieurs raisons sont a 1’origine de
la mise au point de cette stratégie. Tout d’abord, la contamination des patures peut étre plus ou moins
importante du fait de conditions climatiques variables avec des saisons plus marquées que dans les
pays cités précédemment. En conditions d’infestation naturelle, les niveaux d’infestation peuvent donc
étre différents d’un animal a I’autre et varier d’une année a l’autre. Se placer en conditions
d’infestation expérimentale permet de controler la dose de strongles ingérée par chaque individu et
ainsi d’éviter de potentiels biais dans I’évaluation. De plus, les males candidats a la sélection sont
rassemblés et élevés en stations de controle, ce qui permet d’évaluer dans un méme lieu I’ensemble
des béliers candidats a la sélection. Enfin, I’organisation pyramidale des schémas de sélection garantit
une diffusion efficace du progrés génétique créé au sein du noyau de sélection a 1’ensemble des

¢élevages.

Un protocole de phénotypage original a été développé a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT) en collaboration avec les organismes de sélection des races Manech Téte Rousse, Romane et
Blanc du Massif Central. Il est aujourd’hui aussi bien utilisé en station de contrdle pour 1’évaluation
des candidats a la sélection que dans le cadre de travaux de recherche ayant pour but une meilleure
compréhension des mécanismes de la résistance.

11 permet de mesurer les phénotypes de résistance (nombre d’ceufs excrétés par gramme de feces) et de

résilience (hématocrite) des petits ruminants (Figure 5).
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Les animaux sont soumis a deux infestations expérimentales successives avec des larves infestantes
L3 de la souche « Humeau » du parasite Haemonchus contortus. Cette souche, isolée dans le Sud-
Ouest de la France puis maintenue en laboratoire, est sensible a toutes les classes d’anthelminthiques.
Les deux infestations, d’une durée d’un mois chacune, sont séparées par une période de repos de 15
jours. Au début et a la fin de chaque infestation, des échantillons sanguins et fécaux sont prélevés afin
de mesurer I’hématocrite et le nombre d’ceufs excrétés par gramme de feces (OPG). A la fin de chaque

infestation, les animaux sont traités a I’ivermectine avec une dose de 0,2 mg/kg de poids vif.

Infestation Infestation
L3 H.contortus L3 H.contortus

L |
Infestation 1

Perte hematocrite 1 Perte hématocrite 2
6.._.._.._.._.._.._..> 6.._.._.._.._.._.._..)

Infestation 2

Cufs/gramme 1 CEufs/gramme 2

Figure 5 : Description du protocole d’infestation expérimentale utilisé pour phénotyper les animaux.

C’est dans ce contexte que s’inscrivent mes travaux de theése dont 1’objectif est d’évaluer la
faisabilité¢ de la sélection génétique des ovins sur la base de la réponse des béliers candidats a la
sélection a ce protocole de phénotypage et d’évaluer les impacts que pourraient avoir cette sélection
sur les fonctions biologiques d’intérét pour 1’élevage (croissance, reproduction, production de lait ou

de viande).

Pour cela, j’ai cherché a répondre a différentes questions qui se posent encore vis-a-vis de la

sélection génétique en tant que stratégie de contrdle du parasitisme gastro-intestinal :

- Est-il possible de mettre en ceuvre une sélection génétique efficace basée sur des
infestations expérimentales pour améliorer la résistance au parasitisme en élevage ?
Cette question a été traitée en deux étapes :

e les caractéres de résistance sont-ils héritables ?
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e cxiste-t-il des liens antagonistes entre la résistance au parasitisme et
les caractéres de production laitiére ?
- Peut-on identifier des génes controlant la résistance au parasitisme que I’on pourrait
utiliser en sélection ?
- Sur le long terme, cette sélection pourrait-elle engendrer des compromis entre la

fonction immunitaire et les fonctions de production et de reproduction ?

Les deux premieres questions ont été traitées avec des données de terrain en collaboration avec
I’organisme de sélection de la race Manech Téte Rousse (Centre Département de 1’Elevage Ovin,
Ordiap, France). Cette race fait partie des trois races laitieres du piémont pyrénéen, deuxiéme bassin
de production frangais de la filiére ovin lait. La race Manech Téte Rousse est la race la plus répandue
dans cette région ou les conditions climatiques sont favorables au développement des strongles gastro-
intestinaux.

En élevage, une seule molécule peut étre utilisée sans contrainte de délai d’attente pour la
consommation de lait du fait des restrictions réglementaires sur [’usage des traitements
anthelminthiques (voir partie 1.5.1). De plus, des cas de résistance a plusieurs molécules
anthelminthiques ont été mis en évidence (voir partie 1.5.2.2.1). Les éleveurs sont donc face a une
impasse thérapeutique. Une sélection efficace pour la résistance au parasitisme permettrait de réduire
I’usage des traitements anthelminthiques et ainsi de limiter le développement de résistance aux

molécules encore efficaces.

Le dernier point a été étudié grace a des données expérimentales recueillies lors de protocoles
réalisés a I’Unit¢ Expérimentale INRA La Sapiniére. Des brebis de race Romane issues d’une
sélection divergentes sur la résistance a H. contortus ont été infestées selon le protocole présenté ci-
dessus. Des mesures de poids et des échographies dorsales permettant de mesurer les dépots de muscle
et de gras au niveau dorsal ont également été réalisées afin de réaliser une premiére évaluation de

I’impact de la sélection pour la résistance aux strongles gastro-intestinaux sur leur croissance.
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Etude 1 : Evaluation de la faisabilité de la sélection pour la
résistance au parasitisme sur la base de la réponse des
males candidats a la sélection au protocole d’infestation

expérimentale

Article publié dans Veterinary Parasitology

Depuis 2008, P’ENVT et ’organisme de sélection de la race Manech Téte Rousse s’investissent
dans la mesure des phénotypes de résistance au parasitisme des males candidats a la sélection. Chaque
année, le protocole d’infestation expérimentale est appliqué aux béliers qui entrent en station de

controle.

Cette étude avait pour objectifs d’une part d’estimer la variabilité génétique de la résistance au
parasitisme et d’autre part de valider le protocole d’infestation expérimentale dans le cadre du schéma

de sélection de la race Manech Téte Rousse.

Les analyses ont été réalisées a partir de deux jeux de données comprenant :

- les mesures d’hématocrite et du nombre d’ceufs excrétés dans les feces (OPG)
de 603 béliers infestés expérimentalement en station de controle
- les mesures d’hématocrite, du nombre d’ceufs excrétés dans les féces (OPG) et

de note d’état corporel (NEC) de 400 brebis suivies en ferme pendant 2 ans.

Ces deux jeux de données étaient en partie liés puisque les 400 brebis en ferme étaient les

descendantes d’un groupe de 103 béliers parmi les 603 phénotypés en station de contrdle.

Des héritabilités de 0,35 pour les OPG en fin de deuxi¢me infestation chez les béliers phénotypés
en station de controle, 0,14 pour les OPG en fin de premiére infestation chez les béliers et de 0,18 pour

les OPG chez les brebis suivies en ferme ont été estimées.

Des corrélations génétiques de 0,71 et de 0,56 ont été estimées entre les OPG des brebis suivies en

ferme et les OPG en fin de premiere infestation et les OPG en fin de deuxiéme infestation des béliers
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phénotypés en station de contrdle. L’efficacit¢ de la sélection a été testée a partir des données
collectées chez les 400 brebis suivies en ferme et les 103 béliers dont elles sont issues. Les brebis
issues des béliers résistants excrétaient en moyenne deux fois moins d’ceufs que celles issues des
béliers sensibles. De plus, la part de brebis fortes excrétrices (OPG > 1000) était trois fois moins

importante chez les brebis issues des béliers résistants.

Pour conclure, les héritabilités estimées indiquent que la sélection pour la résistance au
parasitisme est possible en Manech Téte Rousse. Cette étude a permis de valider la pertinence du
protocole d’infestation expérimentale pour sélectionner pour la résistance au parasitisme dans le cadre
du schéma de sélection. En effet, sélectionner les males sur la base de leur réponse au protocole
d’infestation expérimentale en station de controle apparait comme un moyen efficace d’augmenter la
résistance au parasitisme de leurs descendantes au paturage. Enfin, cette sélection pourrait étre réalisée
sur la base des OPG en fin de deuxiéme infestation qui sont plus héritables. Cela permettrait de réduire

le cotit du phénotypage pour I’organisme de sélection.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Breeding sheep for enhanced resistance to gastrointestinal parasites is a promising strategy to limit the use of
anthelmintics due to the now widespread resistance of parasites to these molecules. This paper reports the
genetic parameters estimated for parasite resistance and resilience traits in the Blond-faced Manech dairy sheep
breed and the putative impacts of the selection for resistance to gastrointestinal nematodes (GIN) on farms. Two
datasets were used. First, the rams of the selection scheme were artificially infected twice with L3 Haemonchus
contortus larvae. Faecal egg counts (FEC) and packed cell volume (PCV) loss were measured 30 days after each
infection. Secondly, the FEC, PCV and body condition score (BCS) (1-6 measures per ewe) of naturally infected
ewes on farms were measured in the spring, summer and autumn over a two-year period. Genetic parameters
were estimated for each dataset independently but also globally based on the pedigree connections between the
two datasets. For the experimentally infected sires, the FEC following the second infection was moderately
heritable (heritability: 0.35) and strongly correlated with FEC after the first infection (genetic correlation: 0.92).
For the naturally infected ewes, FEC was also heritable (0.18). Using the two datasets together, a genetic cor-
relation of 0.56-0.71 was estimated between the FEC values of the experimentally infected rams and naturally
infected ewes. Consequently, the genetic variability of parasite resistance is similar whatever the physiological
status (males or milking/pregnant ewes) and the infection conditions (experimental infection with one parasite
or natural infection with several parasites). In practice, when the sire population is divided into two groups
based on their genetic value, the FEC of the ewes born to the 50% most resistant sires is half that of the ewes born
to the 50% most susceptible sires. Our study shows the feasibility and efficiency of genetic selection for para-
sitism resistance based on the sires’ FEC records to improve parasite resistance in naturally grazing ewes. For
breed improvement, and to increase the selection pressure on parasite resistance, it seems more appropriate to
measure FEC values on rams after experimental infection rather than on ewes in natural infection conditions
because this limits the number and standardizes the conditions of FEC measurements.

Keywords:
Gastrointestinal parasites
Genetic resistance
Genetic parameters
Dairy sheep

1. Introduction

Gastrointestinal nematodes (GIN) are one of the main constraints for
grazing sheep. They cause substantial economic losses due to lower
production levels, the costs of anthelmintic treatments and the
mortality of severely affected sheep (Nieuwhof and Bishop, 2005;
Mavrot et al., 2015). GIN control strategies mainly rely on treatment
with anthelmintics. In many regions of the world, including France,
studies have reported the development of GIN resistance to most
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E-mail address: sophie.aguerre@inra.fr (S. Aguerre).
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anthelmintic molecules due to their extensive use (Waghorn et al.,
2006; Almeida et al., 2010; Torres-Acosta et al., 2012; Geurden et al.,
2014; Milhes et al., 2017). Additionally, the possible presence of drug
residues in animal products and the negative impact of these molecules
on the micro and macro fauna of the soil are of concern (Lumaret et al.,
2012).

Therefore, sustainable GIN control is now a priority with schemes
that do not only rely on anthelmintics but include complementary
strategies such as nutritional supplementation with tannins and/or

0304-4017/ © 2018 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/BY-NC-ND/4.0/).
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Fig. 1. Experimental design for ram infection.
FEC: Faecal Egg Count

PCV: Packed Cell Volume with PCV _loss_infl calculated as PCV0-PCV30 and PCV loss_inf2 as PCV45-PCV75

PCV_recovery was calculated as PCV45-PCV0

The rams were treated with an anthelmintic at the end of the first infection period and were allowed to recovery for 15 days. They were treated again with an

anthelmintic at the end of the experiment (day 75).

proteins, pasture management and genetic selection of resistant animals
(Hoste, 2005; Terefe et al., 2007). This latter strategy relies on the
existence of genetic variation of host resistance to GIN both between
and within breeds. The faecal egg count (FEC), the number of parasite
eggs per gram of faeces, is the most commonly used indicator to assess
this resistance to GIN (Kerboeuf et al., 1997).

In many countries, the selection for parasite resistance is based on
FEC measures in natural infection conditions under natural grazing
conditions (Bisset et al., 2001). However, the intensity of natural in-
fections in grazing animals depends on climatic conditions and may
vary from season to season leading to over- or under-estimation of the
genetic parameters of resistance. In France, sheep breeds are selected
collectively on selection stations and the strategy is to take advantage of
this organization to implement the GIN control selection by pheno-
typing rams after experimental infections. There are two main ad-
vantages. Firstly, a large diffusion of the genetic progress is expected
via these rams, which are the future elite males. Secondly, the experi-
mental infections performed in control stations allow to evaluate these
rams in homogeneous conditions (standardization of doses of infection,
farming conditions, climatic conditions, etc) during the ram evaluation
period. Previous studies estimated high genetic correlations between
resistances to experimental and natural infection, between infection by
different parasite species (Haemonchus contortus and Trichostrongylus
colubriformis) and between resistance in adult sheep and lambs (Gruner
et al., 2004a; 2004b; Bouix et al., 1998). However, little is known about
the genetic correlation between the resistance of rams in experimental
conditions and the resistance of pregnant or milking ewes in natural
conditions of GIN infection.

The aim of this study was to evaluate the impact of the genetic
selection of rams for GIN resistance on ewes in farms, i.e. resistance to
infection in natural grazing conditions. Initially, we estimated the ge-
netic parameters for resistance and resilience traits in experimentally
challenged Blond-faced Manech rams and in natural conditions of in-
fection with productive ewes on farms. The genetic correlations be-
tween the FEC values for rams in experimental conditions and their
female offspring in natural conditions were also estimated. Finally, we
compared the phenotypes of the ewes born to resistant rams with the
phenotypes of ewes born to susceptible rams in order to validate the
efficiency of our strategy to improve GIN resistance in farm flocks based
on selecting rams after experimental challenges.
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2. Material and methods
2.1. Blond-faced Manech selection scheme

The Blond-faced Manech is a dairy sheep breed mainly reared on
pastures in the French Basque country in the South West of France. It is
a rainy area with 1000 1600 mm of annual rainfall and mild tempera-
tures (5 °C to 25 °C) highly favourable to GIN. The total population of
the breed reached 280,000 ewes in 2015 (Arranz, personal commu-
nication). The breeding program conducted by the breeders’ association
(CDEO) is based on a selection nucleus that represents 28% of the
whole population. Each year, the best 150 males born to dams of sires
and sires of sires are selected in the selection nucleus and gathered at
the breeding centre to be progeny-tested using artificial insemination
(AI). Up to now, the selection criteria include milk yield (MY), fat (FC)
and protein (PC) contents and somatic cell scores (SCS).

As resistance to anthelmintics is spreading in the Pyrenean area
(Geurden et al., 2014), the CDEO decided to experiment genetic se-
lection for resistance to GIN in collaboration with the National Veter-
inary School of Toulouse (ENVT), the National Institute for Agricultural
Research (INRA) and the French Livestock Institute (IDELE).

2.2. Animal populations

2.2.1. Experimentally infected rams

Between 2008 and 2016, 603 Blond-faced Manech rams from the Al
centre, all housed indoors, were artificially infected twice with L3
larvae of the “Humeau” strain of Haemonchus contortus isolated in the
South West of France and ivermectin susceptible (Fig. 1). Coprological
examination was performed to confirm that no eggs were excreted
before the artificial infections and initial packed cell volumes (PCV0)
were measured. At 30 days after the initial challenge, faecal and blood
samples were collected to measure individual faecal egg counts (FE-
C_inf1) and packed cell volumes (PCV30). The rams were then treated
with ivermectin (0.2 mg/kg of body weight, Oramec® Merial). After a
15-day recovery period, the rams was challenged again with H. con-
tortus larvae. At that time, the efficacy of anthelmintic treatment was
ensured in each ram and individual PCV45 performed. Thirty days after
the second challenge, faecal egg counts (FEC_inf2) and packed cell
volumes (PCV75) were measured again. The PCV loss was calculated at
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each infection (PCV_loss_infl and PCV loss_inf2 computed as PCVO-
PCV30 and PCV45-PCV75, respectively), as was the rams’ capacity to
recover after the first infection (PCV_recovery calculated as PCV45-
PCVO0) (Fig. 1).

The 603 rams were distributed in seven contemporary groups re-
presenting the combination of the year and dose of the challenge. The
first four contemporary groups were used to identify the optimal in-
fectious dose for measuring resistance to GIN without unduly affecting
the rams’ health and their ability to produce semen. In 2008, a con-
temporary group of 30 rams received two challenges of 5000 larvae and
another contemporary group of 20 rams received two challenges of
7500 larvae. In 2009, a contemporary group of 99 rams received an
initial challenge of 3500 larvae and a second challenge of 5000 larvae.
In 2011, a contemporary group of 53 rams received two challenges of
3000 larvae. The infection design of 2009 was chosen to measure the
three last contemporary groups: 132 rams in 2013, 137 rams in 2015
and 132 rams in 2016 because this protocol was found to be the best
compromise between observable variability of resistance (high in-
dividual variability in the number of eggs excreted) and limited impact
of the infection (a maximum decrease of 12% of mean PCV values).

2.2.2. Naturally infected dairy ewes

Four hundred Blond-faced Manech ewes from 7 flocks, offspring of
103 rams among the 603 rams phenotyped for GIN resistance in ex-
perimental conditions, were selected to be measured for GIN resistance
in natural grazing conditions. On average, 57 ewes were selected per
flock. The average number of offspring per ram was 3.9. The ewes were
phenotyped at age 2 to 4 years.

The phenotypes of the ewes were recorded three times per year
(spring, summer and autumn) in 2015 and 2016. The ewes were ex-
posed to natural GIN infections i.e. mainly H. contortus, Teladorsagia
circumcincta, Trichostrongylus axei, T.colubriformis, Cooperia curticei and
Oesophagostomum venulosum as determined by morphological identifi-
cation of adult parasites collected on 190 necropsied ewes in the same
area in a previous study (Jacquiet et al., 2004). Faecal and blood
samples were collected to measure FEC and PCV. The body condition
score (BCS) was assessed by the same operator at each sampling date
using a scale from 0 to 5 described by Russel et al. (1969). In the course
of the 6 visits to each farm, the ewes were phenotyped 1 to 6 times.
Around 1300 measured values were available for each trait. Ewes were
treated by farmers one to three times a year using one of these mole-
cules: eprinomectin, ivermectin, oxfendazole, doramectin or mox-
idectin. The type of treatment and the interval between the date of FEC
measurement and the date of treatment prior to FEC measurement were
recorded.

The relationship between the dataset of the experimentally infected
rams and the dataset of the naturally infected dairy ewes is shown in
Fig. 2.
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2.3. Sample analysis

The number of eggs per gram of faeces was determined for each
sample using a modified MacMaster technique (Raynaud, 1970) with a
sensitivity of 15 eggs per gram. Blood samples were collected in EDTA
coated tubes and PCV values were determined individually by cen-
trifugation (Biofuge Haemo, Heraeus Instruments) in microhematocrit
tubes with a relative centrifugal force of 9500 for 10 min.

2.4. Data analysis

Data distributions and descriptive statistics were obtained using the
univariate procedure of SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA). After
testing several transformations, a fourth root transformation was ap-
plied to correct FEC data for asymmetric distribution. The transformed
variables, thereafter referred to as root_FEC_infl and root_FEC_inf2 for
rams and root_FEC for ewes, were used for the subsequent analyses.

Linear mixed models were used to identify the environmental, ge-
netic and residual effects affecting FEC, PCV and BCS.

For the 603 experimentally infected rams, data were analysed using
a linear mixed model including the contemporary group (7 groups de-
scribed above) and age (2yr, 3yr, 4yr and older) as fixed effects, a
random additive genetic effect u; of the animal i for the trait j following
a normal distribution with mean 0 and variance a,f, and a random re-
sidual effect ¢; following a normal distribution with mean 0 and var-
iance ¢7. The pedigree information used to estimate the genetic values
and genetic variances and covariances included three-generation ped-
igrees (2907 animals).

For the 400 naturally infected dairy ewes, the flock effect (7 flocks),
sampling year (2015 and 2016), sampling season (spring, summer,
autumn), age (2yr, 3yr, 4yr), lactation rank (1st lactation, 2nd lacta-
tion, 3 or more lactations), litter size before lactation (single or multiple
new-born lambs), anthelmintic treatments (eprinomectin, ivermectin,
oxfendazole, doramectin or moxidectin) in interaction with the number
of days between the date of treatment and the sampling date (less than
70 days, between 70 and 100 days, more than 100 days) were tested.
These effects were included in a linear mixed model with repeated
measures to analyse the data. The random effects of the model for the
ewe i and the trait j are the random additive genetic effect u; and the
residual effect ¢; and a permanent environment effect pe. These
random effects follow a normal distribution with mean 0 and variance
a;, o; and g, respectively. Then, the total phenotypic variance is a
sum of the variances between ewes (due to genetic effect o2 and un-
known environmental effects o) and the variance between the mea-
sures of a given ewe (due to unknown environmental effects affecting
the repeated measures of a given ewe af,e). The pedigree information
used to estimate the genetic parameters included three-generation
pedigrees (2054 animals).

The correlations between the FEC values for the 603 experimentally

603 experimentally infected rams

in natural conditions

500 rams with no progeny phenotyped

103 sires

Y

400 naturally infected
dairy ewes

Fig. 2. Relationship between the dataset of the 603 experimentally infected rams and the dataset of the 400 naturally infected dairy ewes.
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infected rams and the naturally infected dairy ewes were estimated by
combining the two linear mixed models described above. The pedigree
file included three generations for a total of 3723 animals.

For both datasets, the fixed and random effects, genetic variances,
permanent environment and residual variances (o2, aﬁe, ¢?) and cov-
ariances were estimated by average information restricted maximum

likelihood using AIREMLF90 (Misztal, 1999) in multitrait analyses to

o

compute the heritabilities (h> = = for the experimentally infected

+0?

%

rams and h* = for the naturally infected ewes), and the ge-

0'2 2 o4 02. " g ﬂz
netic and phenot;/pig co;relaﬁons. The estimates of genetic, permanent
environment and residual variances were checked by expectation-
maximization REML using REMLF90 software (Misztal, 1999). The
standard errors of genetic parameters were estimated using the method
of Houle and Meyer (2015). A significant value of genetic parameters
was assumed when it was higher than its standard error.

The genetic value for FEC measures of each ram was estimated with
the models described above using AIREMLF90. The correlation between
the genetic values of the rams estimated using their own FEC in second
infection FEC after the second infection (FEC_inf2) and the same values
estimated using the FEC of their offspring was also computed.

Based on these genetic values, two equivalent size groups of rams
were created: the R sire group which included the 50% most resistant
sires and the S sire group which included the 50% most susceptible
sires. FECs were measured in natural grazing conditions for the female
offspring of each sire group and the values were compared to assess the
impact of the selection for GIN resistance in experimental conditions on
GIN resistance in natural conditions.

3. Results

For the 603 experimentally infected rams, FECs were on average
30% lower after the second infection than after first infection (Table 1).
The same trend was noted for the average PCV loss with means of 3.1%
and 1.2% respectively after the first and second infections. For the 400
naturally infected ewes, the mean FEC was lower than the mean FEC of
the experimentally infected rams (Table 1).

Moreover, after the fourth-root transformation of the data, the
standard deviation of transformed FEC was 20-35% higher for the
naturally infected ewes than for the experimentally infected rams.

For the experimentally infected rams, the contemporary group ef-
fect was significant for the five recorded traits, reflecting the effect of
the infectious doses and breeding environment conditions. The PCV loss
after the second infection was also significantly impacted by the age of
the rams (Supplementary data — Table 6).

For the naturally infected ewes (Table 2), a peak of egg excretion
was observed in the autumn (789 eggs per gram) in comparison with
the spring and summer FEC measurements (61 and 39 eggs per gram,
respectively). The oldest ewes aged 4 years (92 eggs per gram) excreted
fewer eggs than the younger ewes aged 2 years and 3 years (256 and
150 eggs per gram, respectively). The duration since the last anthel-
mintic treatment had a significant impact on FEC since the values for
ewes treated with eprinomectin within the last 70 days were 14 times
lower than those of non-treated ewes. The effect of eprinomectin
treatment on the number of eggs excreted lasted for more than 70 days.
However after 70 days post-treatment, the ratio between the FECs of
non-treated and treated ewes dropped to 3.

Table 3 shows the heritabilities, and the genetic and phenotypic
correlations estimated for the 603 experimentally infected rams. The
heritability of FEC was low after the first infection but moderate after
the second infection (0.14 and 0.35, respectively). These two traits were
highly correlated with a genetic correlation of 0.92. The phenotypic
correlations between FEC and PCV losses after the first and second in-
fections were significant and moderate (0.25 and 0.27, respectively).
The genetic correlation between the PCV loss and FEC was high after
the first infection (0.86) but not significantly different from zero after
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Table 1
Descriptive statistics of experimentally infected rams and naturally infected
ewes.

Variable Number of Mean Standard Minimum  Maximum
animals (Number deviation
of measures)
For experimentally infected rams
FEC_inf1 586 (586) 246 1,89 0 11,100
FEC_inf2 582 (582) 1.87 1,899 0 14,900
root FEC_inl 586 (586) 6.5 18 0 10.3
root FEC_inf2 582 (582) 5.8 21 0 11.1
PCVO (%) 593 (593) 342 32 15 44
PCV30 (%) 594 (594) 312 41 19 43
PCVloss_infl 591 (591) 3.1 3.6 -8 13
PCV45 (%) 590 (590) 332 35 22 45
PCV75 (%) 587 (587) 320 37 20 44
PCV loss_inf2 578 (578) 1.2 29 -8 8
PCV_recovery 578 (578) -09 29 -8 9
For naturally infected ewes
FEC 400 (1307) 673 1,159 0 11,250
root FEC 400 (1307) 3.6 2.4 0 10.3
BCS 399 (1311) 25 0.5 1.3 4
PCV 399 (1306) 31.1 3.4 19 43

FEC_inf1: faecal egg count at the end of the first infection.

FEC_inf2: faecal egg count at the end of the second infection.

root FEC_ infl and root FEC_inf2 are the fourth-root transformed values for
FEC_inf1 and FEC_inf2 respectively.

PCV_loss_infl is the difference between the PCV at the beginning of the 1 st
infection (PCV0) and the PCV at the end of the 1 st infection (PCV30).
PCV_loss_inf2 is the difference between the PCV at the beginning of the 2nd
infection (PCV45) and the PCV at the end of the 2nd infection (PCV75).

PCV _recovery is the difference between the PCV values at the beginning of each
infection (PCV45-PCV0).

FEC: values for faecal egg count.

root FEC: faecal egg count values after fourth-root transformation.

BCS: body condition score.

PCV: packed cell volume.

the second infection.

Table 4 presents the estimated heritabilities, and phenotypic and
genetic correlations for the 400 naturally infected ewes. Heritabilities
were moderate for FEC and BCS (0.18 and 0.25). The heritability of PCV
was lower (0.12). The estimated genetic correlations between FEC, BCS
and PCV were not significantly different from 0. The proportion of
variance due to permanent environment effects was low (3% of the total
variance of FEC). The heritability and repeatability were not sig-
nificantly different which demonstrates that the similarities between
the measurements for an animal are due to its genetic background ra-
ther than its immune history.

The genetic correlations between FEC after the first and second
infections (FEC_inf1 and FEC_inf2) for the 603 rams and FEC measured
in the 400 naturally infected dairy ewes were high and positive (0.71
and 0.56, respectively) (Table 5). The correlation between the sires’
genetic values based on their own FEC values after the second infection
and the sires’ genetic values based on the FEC of the dairy ewes was also
estimated and was 0.87 (Supplementary data — Fig. S1).

After dividing the 103 rams with offspring measured for FEC into
two groups, 178 ewes out of the 400 naturally infected ewes were born
to susceptible sires and 222 were born to resistant sires. The offspring of
resistant sires excreted on average half as many parasite eggs as the
offspring of susceptible sires (Fig. 3). This reduction of FEC reduction
obtained by genetic selection with a selection pressure of 50% was si-
milar to the reduction of FEC obtained 70 days after treatment with
eprinomectin. The proportion of high shedders, i.e. ewes excreting
more than 1000 eggs per gram after back transformation, was lower in
the group of ewes born to resistant sires (4%) in comparison with the
group of ewes born to susceptible sires (12%).
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Table 2
Significant environmental effects for FEC of naturally infected ewes.
Trait Environmental effect Levels Estimated mean Estimated mean after backtransformation p-value
root_FEC Age 0.005
2yr 4.0 256
3yr 3.5 150
4 yr 3.1 92
Season < 0.001
Spring 28 61
Summer 2.5 39
Autumn 5.3 789
Year X season < 0.0001
Spring 2015 1.7 8
2016 3.8 209
Summer 2015 3.0 81
2016 2.0 16
Autumn 2015 5.9 1212
2016 4.5 410
Molecule x Post-treatment interval < 0.0001
Eprinex < 70 days 3.1 92
70 - 100 days 45 410
> 100 days 4.7 488
Ivomec 70 - 100 days 3.6 168
> 100 days 6.4 1678
Oxfenil 70 - 100 days 5.4 850
Dectomax 70 - 100 days 2.6 45
Cydectine > 100 days 5.8 1132
No treatment 6.0 1296

* backtransformation means that the estimated means of FEC was approximated by the estimated mean of root FEC to the fourth.

4, Discussion

The aim of the present study was to investigate whether genetic
selection for GIN resistance was feasible in Blond-faced Manech and
could be based on the sires’ response to an experimental challenge.

An explanation of the lower FEC mean of ewes compared to rams is
that the ewes infected in natural conditions probably ingested fewer
infective larvae than the rams infected with experimental doses.
Besides, the rams were infected with H.contortus only, and the females
of this species show high fertility, whereas the ewes were infected with
several GIN species including H.contortus and other GIN species with a
lower fertility (T.circumcincta and Trichostrongylus spp.).

In the present study, the moderate heritabilities of FEC in experi-
mental conditions and in natural grazing conditions are consistent with
previous studies (Sechi et al., 2009; Gutiérrez-Gil et al., 2009, Assenza
et al., 2014; Gauly et al., 2002).

Around the world, genetic selection for GIN resistance is generally
performed using the faecal egg counts of ewes in natural grazing con-
ditions (Bisset et al., 2001). Such selection strategies require a large
number of FEC measurements on ewes to accurately evaluate the rams
and can therefore be extremely costly. In France, the future sires of the
breed are gathered for progeny-testing in control stations and Al cen-
tres. Thus, it seemed interesting to investigate whether the logistical
advantages offered by this collective organization could be used to

Table 3
Genetic and phenotypic parameters estimated for experimentally infected rams.

Table 4
Genetic and phenotypic parameters estimated for naturally infected ewes.
root FEC PCV BCS
root_FEC 0.18 = 0.04 -0.12 = 0.54 0.07 = 0.35
PCV —0.09 + 0.03 0.12 + 0.08 0.02 = 1.10
BCS -0.12 * 0.03 0.24 *= 0.03 0.25 *= 0.10

Heritabilities are written in bold on the diagonal, genetic correlations are above
the diagonal and phenotypic correlations are below the diagonal.

root_FEC: faecal egg count values after fourth-root transformation.

BCS: body condition score.

PCV: packed cell volume.

evaluate and select for GIN resistance in rams in an experimental set-
ting in order to improve the GIN genetic resistance of the ewes on
farms. In indoor breeding conditions, i.e. in a controlled environment,
the rams can be evaluated by infecting them with standardized doses of
larvae. The massive use of Al (50% of the ewes are inseminated in the
selection flocks) enables substantial genetic progress and a rapid and
efficient diffusion of the best rams in the selection flocks.

Before adopting this selection strategy, we had to estimate the ge-
netic correlation between the trait of interest (FEC of naturally infected
ewes) and our predictor trait (FEC of experimentally infected rams). We
estimated high genetic correlations (0.71 and 0.56) between FEC values

root_FEC_infl root FEC_inf2 PCV _loss_inf1 PCV _loss_inf2 PCV_recovery
root_FEC_infl 0.14 + 0.04 0.92 + 0.08 0.86 + 0.09 0.11 = 0.34 -0.49 + 0.54
root_FEC_inf2 0.34 = 0.04 0.35 = 0.08 0.66 = 0.20 0.16 = 0.35 —0.44 = 0.39
PCV_loss_infl 0.25 + 0.04 0.22 + 0.04 0.24 + 0.05 0.07 + 0.32 -0.79 + 0.36
PCV_loss_inf2 0.03 + 0.04 0.27 + 0.04 0.01 + 0.04 0.18 + 0.06 —-0.27 * 0.53
PCV _recovery -0.07 = 0.04 -0.09 + 0.04 -0.59 + 0.03 0.26 = 0.04 0.16 = 0.06

Heritabilities are written in bold on the diagonal, genetic correlations are above the diagonal and phenotypic correlations are below the diagonal.
root_FEC_infl and root_FEC_inf2 are the fourth-root transformed values for FEC_infl and FEC_inf2 respectively.

PCV loss_inf1 is the difference between the PCV at the beginning of the 1 st infection (PCV0) and the PCV at the end of the 1 st infection (PCV30).
PCV _loss_inf2 is the difference between the PCV at the beginning of the 2nd infection (PCV45) and the PCV at the end of the 2nd infection (PCV75).
PCV_recovery is the difference between the PCV values at the beginning of each infection (PCV45-PCV0).
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Table 5

Correlations between the FEC measured in the 603
experimentally infected rams and the FEC measured
in the 400 naturally infected ewes.

root_FEC
root_FEC_inf1 0.71 = 0.01
root_FEC_inf2 0.56 = 0.01

root_FEC_infl and root FEC_inf2 are the fourth-root
transformed values for FEC measured in the 603 ex-
perimentally infected rams after the first and second
infections respectively.

root FEC: faecal egg count values after fourth-root
transformation measured in the 400 naturally infected
ewes.

for experimentally infected sires and their adult naturally-infected
lactating female offspring. These genetic correlations are quite high and
suggest a similar genetic determinism of GIN resistance whatever the
physiological stage and GIN species (H.contortus in experimental con-
ditions versus multispecies GIN infections in natural conditions).
These results are consistent with previous studies. Indeed, Gruner
et al. (2004a; 2004b) also estimated high genetic correlations between
resistance in natural and experimental conditions and resistance to
different parasites. A high genetic correlation (0.58) for FEC measured
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in natural grazing conditions was reported by Bouix et al. (1998) be-
tween ewes and their 6-7-month-old lambs in a meat sheep breed.

To illustrate the impact of selection for GIN resistance in rams on
farm flocks, we showed that the FEC values for ewes born to the 50%
most resistant sires were half those for ewes born to the 50% most
susceptible sires. This ratio and the correlations mentioned above in-
dicate that selecting rams on the basis of their resistance to experi-
mental infection is an efficient way to increase genetic resistance to GIN
parasites in naturally-infected grazing ewes.

Additionally, the actual reduction of the intensity of egg excretion
by ewes born to resistant sires could be greater than that observed. The
real impact of pasture contamination could not be evaluated in our
study because the ewes born to resistant and susceptible rams grazed
together on the same pastures. However, we showed that the percen-
tage of high shedders was divided by 3 in the group of ewes born to the
50% most resistant sires compared with the group of ewes born to the
50% most susceptible sires. If the selection for parasite resistance was
implemented, the most susceptible ewes would gradually be replaced
by more resistant ewes. The offspring of resistant rams would excrete
fewer eggs leading to a reduction in pasture contamination and a global
protective effect for the flock.

Moreover, in populations where the global level of resistance is
insufficient, it could be possible, especially in the case of flocks with
proven resistance to anthelmintics, to persistently use only resistant
rams to boost GIN control.
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Fig. 3. Impact of the selection of rams for GIN resistance based on the faecal egg count LSmeans: least squares means.
root_FEC_inf2: faecal egg count values after fourth-root transformation measured on the 603 experimentally infected rams
The grey bars represent the susceptible sires (on the left histogram) and their female offspring (on the right). The black bars represent the resistant sires (on the left

histogram) and their female offspring (on the right).
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Eprinomectin was the most commonly used anthelmintic in the
flocks of this study (at least once a year in 6 out of the 7 flocks) as it is
the only molecule approved for use during lactation without any
withdrawal time for milk. However, three other molecules out of the 5
used in the flocks of the study also belong to the macrocyclic lactone
family (ivermectin, doramectin and moxidectin). As this family of
molecules is used more and more frequently, resistance within GIN
populations could develop as previously shown on a meat sheep farm in
France (Paraud et al., 2016). Thus, it would be of particular interest to
use genetic selection as a complementary control strategy to anthel-
mintics in order to limit their use. Reducing the number of treatment
cycles would decrease the selection pressure on GIN populations and
thus limit the development of GIN resistance to anthelmintics. It would
also limit the negative impact of these molecules on the fauna of the soil
(Lumaret et al., 2012) and help to reduce the number of treatment used
by breeders. However, before implementing an effective selection on
parasitism resistance, the impact of this selection on production traits
has to be evaluated.

The faecal egg counts of the rams after the first and second infec-
tions were highly genetically correlated and were more heritable after
the second infection than the first infection. These results suggest that
the experimental infection design used for this study could be simplified
for routine selection use. Individual FECs could be measured once only
at the end of the second infection instead of twice as described above.

The resilience of the animals was also evaluated by measuring PCV
for the 603 males and both PCV and BCS for the 400 females. For the
603 males, the genetic correlation between FEC and PCV loss was not
significantly different from O after the second infection. This result
could be explained by the relatively low infectious doses used in our
experiment compared with previous studies (Sallé et al., 2014, Gruner
et al., 2004a). In the present study, the number of larvae administered
to rams was sufficient to detect variability in the resistance of the rams
but not high enough to have a substantial impact on their health and
welfare, and consequently on PCV.

A similar trend was observed in the 400 females for whom the ge-
netic correlations between FEC and PCV and between FEC and BCS
were found to be non-significant. Taken together, the correlations es-
timated in both males and females could indicate that, when infectious
pressure is limited as was the case in our study, the resistance (FEC) and
the resilience (PCV and BCS) do not have the same genetic de-
terminism.

In the literature, these correlations were reported to be different for
growing meat lambs that are likely to have a less efficient immune
response. Significant genetic correlations were estimated between the
resistance (FEC) and resilience (average daily gain or live weight va-
lues) by Assenza et al. (2014) and Bishop et al. (1996). In Blond-faced
Manech, resistance and resilience to parasite infections could be se-
lected for independently of each other. However, further studies are
needed to assess the genetic relationship between growth and resistance
in the lambs of this milk breed.

Genetic selection for GIN resistance in rams is a sustainable solution
to improve the resistance of the Blond-faced Manech breed to parasites
in natural conditions of GIN infection. The Blond-faced Manech breed
switched to genomic selection in 2017. According to the model pro-
posed by Astruc (personal communication), this might result in an in-
creased genetic gain of 15% and thus help to include GIN resistance in
the selection objective without losses for the other traits of interest.

A possible limitation of genetic selection is the putative ability of
GIN to adapt to more resistant hosts. However, this risk is low for two
reasons.

Firstly, many studies have focused on detecting specific genomic
regions responsible for observed genetic variation in host resistance and
the genetic determinism is clearly polygenic whatever the breed
(Dominik, 2005; Bishop, 2012). The risk that parasites will overcome
the genetic changes in the host is unlikely when a large number of host
genes are involved in the resistance mechanism (Bishop, 2012).
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Secondly, the risk of parasite adaptation to the resistant host is
higher when selection pressure is high. But with this selection scheme,
the selection pressure applied on GIN resistance should have a mod-
erate weight in the global selection objective which already includes
milk production traits in the Blond-faced Manech breed. This issue has
been addressed by Bishop and Stear (2003) via a modelling approach.
They concluded that the risk of adaptation of parasite populations to
changes in host genetic resistance is unlikely compared with the risk
due to the use of anthelmintics. In addition, Kemper et al. (2008) ex-
perimentally tested the ability of H.contortus and T.colubriformis to
adapt to sheep that were genetically resistant or susceptible to parasite
infection. After 30 generations, they found no evidence of fitness
changes in the parasites only exposed to either resistant sheep or sus-
ceptible sheep.

5. Conclusion

Our study clearly demonstrates that the selection of rams for para-
site resistance after artificial challenges allows to improve the re-
sistance of their female offspring for parasite infections in natural
conditions. The last step before including GIN resistance in the selection
objective of the Blond-faced Manech breed will be to estimate the ge-
netic correlations between GIN resistance and both the milk production
traits and resistance to mastitis which are already included in the se-
lection objective. Another aspect to be studied is the identification of
the nematode species that naturally infect the ewes and to compare the
prevalence of each species for the ewes born to resistant sires and the
ewes born to susceptible sires.
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Etude 2 : Estimation des corrélations génétiques entre la
résistance au parasitisme mesurée par le nombre d’ceufs

excrétés dans les féces et caractéeres de production laitiére

Article soumis au journal Genetics Selection Evolution

Une étape importante pour inclure la résistance au parasitisme dans 1’index de sélection est le
choix des pondérations pour les caractéres en sélection. Ce choix sera fonction des corrélations
génétiques entre les caractéres de production laitiére actuellement inclus dans 1’index ISOL et les

caracteéres de résistance aux strongles gastro-intestinaux.

Les paramétres génétiques ont été calculés pour les OPG des béliers en station de contrdle et les
caracteres de production laitiére a savoir la quantité de lait, la quantité de maticres grasses, la quantité

de maticres protéiques, le taux butyreux, le taux protéique et les cellules.

Il s’agit de la premiére publication des paramétres génétiques des caractéres laitiers en Manech
Téte Rousse. Des héritabilités modérées comprises entre 0,24 et 0,29 ont été estimées pour la quantité
de lait et les quantités de mati¢re. Le TB et le TP ont des héritabilités plus ¢élevées (0,35 et 0,48) et

sont négativement corrélés a la quantité de lait.

Des corrélations entre les OPG mesurés en fin de deuxiéme infestation chez les béliers en station
de contrdle et les quantités de lait et de matiéres comprises entre 0,24 et 0,29 indiquent que les

animaux ayant le plus fort potentiel de production sont génétiquement plus sensibles au parasitisme.

Une corrélation défavorable, négative mais relativement faible, a été estimée entre les OPG en fin
de deuxiéme infestation chez les béliers et les cellules somatiques du lait. Cette corrélation indique que
les animaux ayant le meilleur potentiel génétique de résistance aux mammites sont plus sensibles au

parasitisme.

En conclusion, les corrélations entre les OPG et les caractéres de production laitiere sont plutot
défavorables mais relativement faibles. Une sélection concomitante pour I’ensemble de ces caracteres

est donc envisageable en Manech Téte Rousse.
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Abstract

Background

Genetic selection has been proven to be an effective pathway for the sustainable control of
gastrointestinal parasitism in sheep. However, little is known on the relationship with production traits
in dairy breeds. In this study, the heritabilities and genetic correlations for parasite resistance and milk
production traits were estimated in the Blond-Faced Manech breed. Parasite resistance of 957 rams of
the selection scheme was measured through fecal egg counts (FEC) at 30 days post infection in
experimental conditions. The milk production traits (milk yield MY, fat yield FY, protein yield PY, fat
content FC, protein content PC and somatic cell score SCS) dataset included the phenotypes of
140,127 dairy ewes in first lactation collected as part of the official milk recording.
Results

FEC were moderately heritable (0.19 and 0.37 at the end of the first and second infections
respectively) and highly correlated (0.93). The genetic parameters we estimated for milk production
traits in the Blond face Manech breed were similar to previous estimates in dairy sheep. The
heritabilities were moderate for the yields (ranging from 0.24 to 0.29 for MY, FY and PY) and high
for FC and PC (0.35 and 0.48 respectively). MY was negatively correlated to FC and PC (-0.39 and -
0.45 respectively). We found positive correlations between FEC and MY, FY and PY (0.28, 0.29 and
0.24 respectively with standard errors around 0.10). These slight unfavorable correlations indicate that
the animals with high production potential are genetically more susceptible to gastrointestinal parasite
infections. We also obtained a significant negative correlation (-0.17) between FEC and SCS
suggesting a slight genetic antagonism between resistance to gastrointestinal parasites and mastitis, the
other health trait of importance in dairy sheep.

Conclusion

The results indicate a low but antagonistic genetic relationship between resistance to gastrointestinal
parasites and milk production traits in the Blond-Faced Manech breed. These results should be useful
to the breeders association in their decision making regarding the inclusion of parasite resistance in the

selection objective.

Keywords: parasite resistance, gastrointestinal nematodes, milk production, genetic parameters, dairy

sheep
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Background

Gastrointestinal nematodes (GIN) are one of the major health issues in sheep breeding worldwide.
They are responsible for important economic losses both direct due to the cost of mortalities and
anthelmintic treatments and indirect due to their impact on production traits. On average, production
losses of 15%, 10% and 22% were reported for weight gain, wool production and milk yield
respectively [1]. The extensive use of anthelmintic treatments as the only control strategy has been
questioned for several years due to the development of resistance to the main molecules in the parasite

populations.

In France, resistance to gastrointestinal parasitism is an important issue for the sheep industry,
particularly in the Pyrénées-Atlantiques. This area is the second area for dairy sheep breeding in
France. Its mild and humid climate is favorable for the development of GIN. Several cases of
resistance to benzimidazoles have been identified in this area [2] and more recently, a multiple
resistance to ivermectin and benzimidazoles was detected for Haemonchus contortus [3]. In addition,
only one molecule (eprinomectin) is allowed during lactation with no withdrawal time for milk.
Therefore, it is now urgent to implement complementary control strategies to the use of anthelmintics

in this area.

The feasibility and efficiency of genetic selection for resistance to GIN using fecal egg count as GIN
resistance trait has been demonstrated in the Blond-Faced Manech breed [4]. But before including GIN
resistance as a new trait in the breeding objective, we need to better understand the relationship

between the production traits currently selected for and GIN resistance trait.

The objective of our study was to estimate the genetic correlations between GIN resistance trait
(measured by fecal egg counts (FEC) on rams experimentally infected by Haemonchus contortus) and
milk production traits measured on ewes including daughters of the rams (milk yield (MY), fat and

protein yields (FY, PY), fat and protein contents (FC, PC) and somatic cell score (SCS).
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Material and methods:

Parasite resistance phenotypes:

Between 2008 and 2018, 951 Blond-Faced Manech rams belonging to the breeding organization
Centre Départemental pour I’Elevage Ovin (CDEO) were challenged with two successive
experimental infections with Haemonchus contortus. The rams were mainly 1 to 3 years old at the
time of the protocol. Older rams were also phenotyped as 10% of the rams were 4 to 9 years old. They
were parasite-naive and housed indoors. They were mainly infected with 3,500 and 5,000 infective
larvae of the “Humeau” strain of H.contortus in first and second infection respectively. Different doses
have been used in the first years of phenotyping (see details in [4]). Each infection lasted 30 days and
the two infections were separated by a 15-day recovery period. Fecal samples were collected at the end
of each infection. The rams were then drenched orally with ivermectine (0.2 mg/kg of body weight,
Oramec® Merial) to stop the infection. The counting of the eggs in the feces was performed using the

modified McMaster technique [5].

Milk production phenotypes:

The data for milk production traits were obtained from the official milk records. In the Blond-Faced
Manech breed, the milk recording protocol is as follows: milk yield is measured individually 4 to 6
times per lactation and the composition of the milk is measured on samples taken during three of the

first four milk tests during the first lactation. ICAR guidelines were followed [6].

Data for six traits of economic importance were analyzed: milk yield (MY), fat (FY) and protein yield
(PY), fat (FC) and protein (PC) contents and somatic cell score (SCS). The records of milk recording
for the period 2009-2018 were included in the analyses for a total number of 140,127 dairy ewes in
first lactation. These years correspond to the period during which the rams phenotypes for parasite

resistance had female offspring in first lactation.

We also performed the analyses using the daughter yield deviations (DYD) of the rams [7] from

national genetic evaluations for milk production traits. DYD correspond to the average performance of
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the female offspring of a ram corrected for the environmental effects and the genetic value of the

dams.

Statistical analyses:

The fecal egg counts were fourth-root transformed in order to normalize data before further analyses.
Heritabilities and genetic correlations were estimated for the two FEC measures and the six milk

production traits with bivariate analyses.
The model for FEC was: yij = p + cg; +agej+ aj + e;;

where yj is the trait (root FEC infl or root FEC inf2), p is the population mean, cg; is the
contemporary group i (combination of the year and dose effects, 9 levels), age; is the fixed effect of
age of the individual j at the time of sampling (4 levels), a; is the additive genetic random effect of the
individual j following a normal distribution with mean 0 and variance 62 and e; is the random residual

effect.

The milk traits data were fitted to the following models:

MY ium = p + hyi + agej + ml + i; + an + €jjuin
FYijmn = p + hyi + agej + cm + an + €ijmn
PYjmn = p + hyi + agej + cm + an + €ijmn
FCijmn = 1 + hy; + agej + cm + an + €jjmn
PCijmn = 1 + hy; + agej + cm + an + €jjmn

SCSijn = p + hy; + agej + mly + a, + €jjkn

where hyi is the fixed effect of herdxyear i (2229 levels), age; is the fixed effect of age at first lambing
J (4 levels), mli is the fixed effect of month at lambing & (6 levels), 1; is the fixed effect of interval
between lambing and first-test day / (5 levels), cm is the fixed effect of combination of the 3 samplings
used to evaluate the composition of the milk (6 levels), an is the additive genetic random effect of the

individual 7 and ejjin, €ijmn and ek are the random residual effect.
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The pedigree information on 5 generations was used for the estimation of the genetic parameters and
included 217,467 individuals. Among the 951 rams phenotyped for parasite resistance, 729 (77%) had
more than 20 female offspring phenotyped for milk production. Among the ewes phenotyped for milk

production, 65% were the female offspring of the rams phenotyped for parasite resistance.

The genetic and residual variances were computed by average information restricted maximum
likelihood. The analyses were performed with AIREMLF90 [8]. We first estimated the genetic
parameters using parasite resistance phenotypes and milk production phenotypes. Then we performed

the estimations of the genetic parameters using the parasite resistance phenotypes and the DYD.

Results and discussion:

Basic statistics for the dairy breed Blond-Faced Manech are given in Table 1.

The 957 experimentally infected rams excreted a 20% lower number of eggs upon reinfection than in
the first infection when they were naive toward H.contortus (2567 and 2064 eggs per gram at the end
of the first infection and second infection respectively). This was also observed in other studies using
experimental protocols of infection similar to ours [9, 10]. For the ewes in first lactation, the average
milk yield corrected for lactation length and expressed in mature equivalent was 261L. The fat content
was 61.61g/L and protein content was 48.88g/L. These values are weak because the sampling was
performed in the morning in mid-lactation.

The heritabilities and genetic correlations are reported in Table 2. The results obtained with the DYD

were very similar to those obtained with full data (Table S1 and Table S2).

The FEC heritability was moderate at the end of the first infection (0.19) but was higher at the end of
the second infection (0.37). These values are consistent with the estimates (0.2 to 0.4) reported in the
literature for other breeds [11-14]. In accordance with other studies [14, 15], we found high genetic

correlations between FEC measures (0.93).
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The heritabilities of MY, FY and PY (0.29, 0.24 and 0.26 respectively) and FC and PC (0.35 and 0.48
respectively) were moderate to high; whereas the heritability of SCS was lower (0.15). The estimates
of genetic variances are in Table 3. The yield measures (MY, FY, PY) were highly and positively
correlated with genetic correlations ranging from 0.83 to 0.91. On the contrary, the genetic
correlations between MY and FC and PC were negative, showing a genetic antagonism between these

traits. Finally, a slightly unfavorable genetic correlation was observed between MY and SCS (0.14).

These estimates fall in the range of values classically observed in dairy breeds as reported by Carta et
al. [16] in their review. They were consistent with genetic parameters for milk production traits found
in the Lacaune breed [17] and in the Sarda breed [18] but not with estimates obtained in Spanish
breeds. Lower heritabilities for MY, FY, PY, FC and PC were estimated in Black-Faced Latxa [19].
Negative genetic correlations were found between MY and SCS in Spanish Churra breed [20] as well
as in Black-Faced Latxa [21]. The differences observed between French and Spanish breeds might be
explained by the different methods of milk recording as discussed by Legarra and Ugarte [19]. Indeed,
two different methods described in the ICAR guidelines [6] have been used in Spain and France. The
AT method with alternate morning/evening milk recording was used for the Spanish breeds whereas
the AC method where milk recording is performed at the same milking at each recording visit was

used for the French breeds.

Our protocol of resistance phenotyping includes two experimental infections. The first one is
performed on naive animals. The response observed during this first experimental infection
corresponds to the response of lambs during the beginning of their first grazing season. On the other
hand, the second infection mimics reinfections in these animals during their successive grazing
seasons. Therefore, FEC measured at the end of the second infection probably better reflect the
response of lactating ewes to GIN infections during their productive life. This may partly explain the
differences obtained in the genetic correlations that we estimated between FEC and milk production

traits.

The genetic correlations between FEC at the end of the first infection and the milk production traits

were not significant. But we found unfavorable genetic correlations of 0.28, 0.29 and 0.24 between
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FEC at the end of the second infection and MY, FY and PY respectively. These results indicate that
ewes with a high production potential tend to be genetically more susceptible to GIN infections. These
results were in accordance with Heckendorn et al. [22] who also found an unfavorable correlation
between FEC measured in natural conditions of infection and milk yield in Saanen and Alpine goats,
though their estimation was higher (0.49). However they contrast with the negative genetic correlation
found by Morris et al. [23] between MY and FEC in Saanen does. The relationship between
production traits and parasite resistance traits has been more extensively studied in meat and wool
sheep breeds. However, the estimated genetic correlations reported in the literature were very variable
with values ranging from -0.17 and 0.21 between FEC and wool production traits and values between -
0.63 and 0.24 between FEC and meat production traits [24]. Several studies investigated the reasons
for this lack of consensus. It was shown through a modeling approach that the genetic correlation
between body weight and FEC may vary over time, underlying the importance of time of sampling
[25]. The infection pressure also seems to have an impact on the estimated genetic parameters. It was
shown in natural conditions of infection that meat production traits were poorly correlated with FEC in
environments where FEC were low, while this correlation would increase in environment where FEC

were higher.

Our dataset comprised FEC measured on experimentally infected rams and milk production
performances measured on ewes in first lactation. Our experimental protocol of infection allows us to
control precisely the dose of infection and the time of sampling, thus avoiding the above-mentioned
biases. It also avoids having a bias in our estimates that could be due to a compromise between
production capacity and immune response as it can be the case in studies where both traits are
measured on the same animals. However, properly estimating the genetic correlations between FEC

and milk production traits with our dataset structure requires quite a large number of data.

We found a negative genetic correlation between FEC at the end of the second infection and PC (-0.2).
The interaction between parasite resistance and host nutrition has been largely studied in the literature

[26-28]. In particular, protein supplementation has been shown to stimulate the immune response. The
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allocation of proteins to milk production resulting in a higher PC could be at the detriment of the

immune response.

Along with GIN infections, mastitis is a major health constraint in dairy sheep production and is
responsible for an altered quality of milk and a higher flock renewal. In Greece, studies showed that
GIN infections might be a predisposal factor to clinical mastitis. Ewes infected by parasites in
experimental conditions were more likely to develop clinical mastitis than non-infected ewes [29].
These findings were confirmed in field conditions where a higher prevalence of subclinical mastitis
was observed among infected ewes, the prevalence being higher in ewes with high FEC than in ewes
with low FEC [30]. In agreement, we estimated a slightly unfavorable genetic correlation (-0.17)
between SCS and FEC at the end of the second infection. However, in natural condition of parasite
and mastitis infections, Sechi et al. [31] estimated a favorable correlation (0.21) in SardinianxLacaune

backcross.

The effect of the unfavorable genetic correlation between FEC and MY might yield to a deterioration
of resistance to parasitism. Here we will give an order of magnitude. Roughly, the genetic progress is
of AG=0.25 standard deviations of the breeding objective (composed of MY and contents as well as
SCS since 2017) per year. Assuming that the only selected trait is MY, the correlated response in FEC
is Cov(FEC,MY) X Var(MY)™ 1 X A G yieta €qual to 0.003. It is important to take these
correlations into account in order to avoid further deterioration of resistance to parasitism. As the

correlation is not too high, it is possible to select both on dairy traits and resistance to parasitism.

Conclusion

We found unfavorable but low genetic correlations between milk production traits and parasite
resistance traits in dairy sheep. Our estimates of genetic correlations will be useful for the breeders
association (CDEO) of Blond-faced Manech breed to modify their global breeding objective using

new weights for the dairy traits that are already under selection and including FEC.
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Table 1: Descriptive statistics of rams phenotyped for parasite resistance and ewes phenotyped for

milk production.
Variable Number Mean Sta'_qd?rd Minimum Maximum
of animals deviation
For rams phenotypes for parasite resistance
FEC_inf1_TO (eggs/g) 951 0 0 0 0
FEC_inf1 (eggs/g) 944 2567 1886 0 11400
FEC_inf2 (eggs/g) 912 2064 1983 0 14900
root_FEC infl 944 6.5 1.9 0 10.3
root_FEC_inf2 912 5.9 2.1 0 11.0
For ewes phenotyped for milk production
MY (L) 139,496 261 76 29 495
FY (kg) 139,378 15.98 4.81 1.32 30.95
PY (kg) 139,507 12.74 3.80 1.20 24.48
FC (g/L) 139,226 61.61 8.29 35.78 87.71
PC (g/L) 139,376 48.88 4.23 35.90 62.06
LSCS 138,863 8.8 0.2 8.1 9.4

FEC inf1: fecal egg count at the end of the first infection

FEC inf2: fecal egg count at the end of the second infection

root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and FEC inf2

respectively
MY: milk yield
FY: fat yield
PY: protein yield
FC: fat content

PC: protein content

LSCS: somatic cell score is the somatic cell count after log-transformation
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Table 2: Genetic parameters for parasite resistance and milk production

root FEC infl root FEC inf2 MY FY PY FC PC LSCS
root FEC infl |0.19 +£0.07 0.93+0.25 -0.14+0.24  0.19+0.19 -0.20 £0.27 0.57+0.73 0.03+0.18 -0.05 +£0.20
root_ FEC_inf2 0.37 +0.09 028+0.10  0.29+0.11 0.24+0.10 -0.02 £ 0.09 -0.20+0.10 -0.17+0.11
MY 0.29 £0.007 0.83+0.006 091+0.003 -0.39+0.02 -0.45+0.01 0.14 +£0.02
FY 0.24 £0.007 0.85+0.005 0.18+0.02 -0.15+0.02 0.21 +£0.03
PY 0.26 £0.007  -0.18£0.02 -0.04 +0.02 0.21 +£0.02
FC 0.35+0.007  0.54+0.01 0.09 +0.02
PC 0.48 £0.007 0.08 £0.02
SCS 0.15 £ 0.006

(1) root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and

FEC _inf2 respectively
MY: milk yield

FY: fat yield

PY: protein yield

FC: fat content

PC: protein content

LSCS: somatic cell score

(2) Heritabilities are written in bold on the diagonal and genetic correlations are above the

diagonal.

88



ETUDE 2 : CORRELATIONS GENETIQUES ENTRE LES CARACTERES DE RESISTANCE ET DE PRODUCTION LAITIERE

Table 3: Genetic and residual variances for parasite resistance and milk production

root FEC  root FEC MY  FY PY FC PC LSCS
_infl _inf2 ) (ke) (ke?) (gL (g/L)
o? 050  1.69 964.24 3.20 1.84 18.66 6.15  0.0055
o? 215 287 23122 1018 531 34.74 6.63  0.03

root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and FEC inf2
respectively

MY: milk yield

FY: fat yield

PY: protein yield

FC: fat content

PC: protein content

LSCS: somatic cell score is the somatic cell count after log-transformation
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Additional file 1: Table S1. Descriptive statistics for the daughter yield deviations of the rams

Variable Number of Mean Stahd?rd Minimum  Maximum
rams deviation

DYD_MY 639 286.76 108.95 -46.44 672.50
DYD_FY 639 7.88 7.90 -14.39 33.74
DYD_PY 639 6.12 5.77 -12.69 26.02
DYD_FC 639 0.37 2.34 -5.99 7.50
DYD_PC 639 0.17 1.15 -3.19 4.39
DYD_SCS 639 56.34 283.22 -718.24 1129.71

DYD_MY: daughter yield deviation for milk yield
DYD_FY: daughter yield deviation for fat yield
DYD_PY: daughter yield deviation for protein yield
DYD_FC: daughter yield deviation for fat content
DYD_PC: daughter yield deviation for protein content

DYD_SCS: daughter yield deviation for somatic cell score
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Additional file 2: Table S2. Genetic correlations between fecal egg counts and milk production traits

estimated using the fecal egg counts and the DYD of the rams.

root FEC root FEC

o DYD MY DYD FY DYDPY DYDFC  DYDPC  DYD SCS
root FEC infl 8:32 * 0184009 007010 -028+0.11 0.69+067 007024  -0.09%0.29
root FEC_ inf2 0975004 0224007  017£009 -0.03£009 -0.19£010  -0.070.09
DYD MY 0714002 0794002 -028+005 -038+004  0.03+004
DYD FY 0872002 023£004 -0.16£004  0.15+0.05
DYD PY 014005  -0.08£0.04  0.15=0.05
DYD_FC 0464007  0.20+0.10
DYD_PC 0.21+0.10
DYD_SCS

root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and FEC inf2

respectively

DYD_MY: daughter yield deviation for milk yield
DYD_FY: daughter yield deviation for fat yield
DYD_PY: daughter yield deviation for protein yield
DYD_FC: daughter yield deviation for fat content
DYD_PC: daughter yield deviation for protein content

DYD_SCS: daughter yield deviation for somatic cell score
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Etude 3 : Détection des régions du génome impliquées
dans le déterminisme génétique de la résistance au

parasitisme et des caractéres de production laitiere

Article en préparation

La sélection génomique est utilisée pour 1’évaluation des béliers candidats a la sélection depuis
2017 en Manech Téte Rousse. Les béliers d’IA sont génotypés en moyenne densité SOK avec la puce

« OvineSNP50® » d’Illumina disposant de 54241 SNP répartis sur I’ensemble du génome.

Une recherche de QTL pour les caractéres de production laitiére et pour I’intensité d’excrétion

d’ceufs de strongles gastro-intestinaux a été réalisée afin de répondre aux deux questions suivantes :

- existe-t-il un petit nombre de génes qui contrélent la résistance au parasitisme
sur lesquels on pourrait s’appuyer pour la sélection ?
- existe-t-il des régions du génome communes au déterminisme génétique de la

résistance au parasitisme et de la production ?

Des SNP significatifs au seuil de Bonferoni ont été détectés sur les chromosomes 9, 10 et 20
pour les caracteres d’excrétion d’ceufs de SGI. Le SNP significatif sur le chromosome 20 était situé a
proximité du gene DRB1 du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH). La part de variance

génétique expliquée par chacune de ces trois régions chromosomiques était inférieure a 10%.

Vingt-sept SNP significatifs au seuil de Bonferoni ont été détectés pour les caractéres de production
laitiere. Plus particuliérement, un SNP sur le chromosome 9 a été détecté a proximité du géne DGATI1
qui est impliqué dans le déterminisme génétique de la quantité de lait et de la composition en matiéres

grasses du lait.

En conclusion, nos résultats sont cohérents avec 1’hypothése d’un déterminisme génétique
polygénique de la résistance au parasitisme. Aucun geéne ayant un effet fort sur les OPG n’a pu étre

identifi¢ donc une sélection polygénique classique devrait étre mise en place pour ce caractére.
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Abstract

Background

Gastrointestinal nematodes (GIN) are one of the main health threats to which are exposed grazing
sheep. As anthelmintic resistance is increasing in terms of prevalence and geographical repartition,
genetic selection appears as one of the most promising strategy to help control GIN infections while
reducing the use of anthelmintic drugs. A GWAS was performed in the Blond-faced Manech dairy
sheep breed for two purposes: (i) to identify genome regions associated with GIN resistance and (ii) to

identify potential common regions for GIN resistance and milk production traits.

Results

Several regions with small effects located on OAR9, 10 and 20 were associated with FEC used in this
study as an indicator of GIN resistance. The identification of a region on OAR20 associated with FEC
measured at the end of the first infection supported the hypothesis of a role of the major
histocompatibility complex in GIN resistance. The GWAS also revealed 27 significant SNPs
associated with milk production traits. The DGAT1 gene was identified as a candidate gene for the
SNP on OAR9 associated with milk yield. Additionally, a potential common region to FEC and milk
fat composition traits (fat yield and fat content) was found on OAR20. However, different regions

seem to be involved in the genetic determinism of GIN resistance and mastitis resistance.

Conclusion

The detection of several regions with small effects for FEC is consistent with the hypothesis that GIN
resistance is a complex trait with a polygenic genetic determinism. The selection for GIN resistance
should not have any detrimental effect on the selection for milk yield, protein milk composition and
mastitis resistance. However, further studies are needed to clarify the potential link between FEC and

milk fat composition.
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Introduction

Gastrointestinal nematodes (GIN) are internal parasites to which all small ruminants raised on pasture
are exposed (Davies et al., 2006). They have a substantial economic impact due to a decrease in
productivity (weight loss, slower growth...) and the costs of anthelmintic treatments (Nieuwhof and
Bishop, 2005). The control of GIN infection relying only on the administration of anthelmintic
treatments has now reached its limits with the development of resistance to the main classes of
anthelmintic drugs in most regions of the world. Sustainable management in the future must be based

on a set of complementary control strategies.

It has been shown that resistance varies from one individual to another and that this variability is
partly genetic. Heritability estimates generally in the range of 0.2 and 0.4 suggest that an effective
selection for GIN resistance can be implemented (Woolaston and Piper, 1996; Bishop et al., 2004;
Aguerre et al.,2018). This has been done successfully in some of the main sheep farming countries
such as Australia, New Zealand and Uruguay (Bisset et al., 2001; Brown and Fogarty, 2016).
However, collecting the phenotypes necessary for this selection usually fecal egg counts (FEC) is
costly and time-consuming. It would therefore be interesting for the selection to be able to identify the
regions of the genome involved in parasite resistance. The availability of the Illumina OvineSNP50
BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA) may allow a better knowledge of the genetic determinism of

this complex trait.

Our study was carried out in the second basin for milk sheep farming in France where the climatic
conditions are particularly favorable to parasites. Herds are generally raised on pasture for most of the
year. As a result they are frequently exposed to GIN. However, the therapeutic arsenal is reduced
due to regulatory restrictions on milk consumption and growing resistance of GIN to the anthelmintic
treatments (Jacquiet et al., 2014). In addition, dairy herds are composed of adult ewes and renewal ewe
lambs that are particularly sensitive during the periparturient period as a breakdown of immunity due

to the high nutrient requirements for gestation and lactation is now well know (Beasley et al., 2010).

Our objective was to get a better understanding of the genetic determinism of GIN resistance in this

breed and its relationship to milk production traits (milk, fat and protein yields, fat and protein
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contents and somatic cell score), in particular whether there are common regions to these different

traits.

Material and methods

This study was conducted in the ram population of the selection scheme in the French dairy breed
Blond-faced Manech. The rams were raised by the breeding organization Centre Départemental de

I’Elevage (CDEO, Ordiap, France).

Parasitological data

A total of 951 rams were experimentally challenged twice with third-stage larvae of the parasite
Haemonchus contortus. The rams were raised indoors and were naive at the beginning of the
experiment. The two consecutive infections, each lasting one month, were separated by a 15-day rest
period. Most rams were infected with a dose of 3 500 larvae of the “Humeau” strain in first infection
and 5 000 larvae for the second challenge. During the first years of phenotyping, work was carried out
to improve the infestation protocol, particularly on the doses of infectious larvae. As a result, the first
cohorts of rams received doses different from those indicated here (see details in Aguerre et al., 2018).
Feces samples were taken at 30 days post infection (dpi) and FEC were determined using MacMaster
technique (Raynaud, 1970). The rams were then treated with ivermectin (0.2 mg/kg of body weight,

Oramec® Merial) to end the infections.

Milk production data

Six traits were included in the study: milk yield (MY), fat yield (FY), protein yield (PY), fat content
(FC), protein content (PC) and somatic cell score (SCS). As part of the milk recording protocol

implemented for the selection scheme, milk yield is measured 4 to 6 times per lactation and the
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composition of the milk is measured three of the first four milk tests during the first lactation

following ICAR guidelines.

We used the daughter yield deviations (DYD) computed for the national genetic evaluations for milk
production traits (MY, FY, PY, FC and PC) and lactation average somatic cell score (LSCS). The
DYD correspond to the average performance of the female offspring of a ram corrected for the
environmental effects and genetic value of the dams (Van Raden and Wiggans, 1991). Only rams
whose DYD were calculated from the performance of 15 or more daughters were included in the

analysis (Table 1).

The rams were genotyped with the [llumina OvineSNP50 BeadChip (Illumina Inc., San Diego, CA). A
quality control was applied to exclude non-polymorphic SNPs, SNPs with a missingness rate higher
than 5% or with a minor allele frequency lower than 2% and SNPs deviating from Hardy-Weinberg
proportion. A total of 38 696 SNPs located on the 26 ovine autosomes were included in the analyses

after this quality control.

Statistical analyses

Prior to further analyses, FEC data were applied a fourth-root transformation to correct for skewness
and better fit a normal distribution. To account for differences in the experimental protocol from one
year to another, a yearxdose effect was applied to the data (9 levels). The majority of rams were 2 or 3
years old at the time of the experimental infection protocol but some were older (see details in Aguerre
et al., 2018). A correction for the age of the rams was therefore also applied to the data (4 levels: 1

year old (yo), 2 yo, 3 yo, 4yo and older).

Genome-wide association studies (GWAS) were performed for each trait using the corrected data for
FEC and the DYD for the six milk traits with the genome-wide efficient mixed-model association

(GEMMA) software (Zhou et al., 2012). The percentage of variance explained by each SNP was
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calculated by dividing two times the square of the substitution SNP effect by the genetic variance of

the trait.

A Bonferroni correction was applied to account for multiple testing (significance threshold =

o/number of SNPs with 0=5%). After correction, the threshold is equal to 10°.

Potential candidate genes were searched in the regions of significant SNPs using the NCBI genome

browser (Oar v3.1).

Results and discussion

The values observed for FEC demonstrate that the protocol of experimental infection allow to observe
a variability of response in rams (Table 1). The rams DYD calculated with the phenotypes for milk

production of their daughters also show a variability around the mean centered at 0.

For parasite resistance, three significant SNPs were identified on OAR9, OAR10 and OAR20, together
explaining 8% and 3% of genetic variance for FEC at the end of the first and second infections

respectively.

On OAR20, a significant association between FEC measured at the end of the first infection and a
SNP was found at position 23.6 Mbp. A good candidate gene is the DRB1 locus (location: 25,388,538
- 25,402,990 bp) of the major histocompatibility complex (MHC) which is involved in the induction
and regulation of the immune response. The role of the MHC in the resistance to GIN is not yet well
established as inconsistent results have been published on the subject. This region was identified as
significantly correlated to Strongyles FEC in dairy sheep (Casu et al., 2013) and later confirmed by

Riggio et al. (2014) in their meta-analysis. Significant association between DRB1 and GIN resistance
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was also established in Scottsih Blackface sheep in natural infection where O. circumcincta was

predominant, homozygous sheep having higher FEC than heterozygotes (Schwaiger et al., 1995).

On OARI10, a significant SNP at 65.4 Mbp affected FEC at the end of the first infection. A close
region was located at 59-60 cM in Spanish Churra dairy sheep associated to FEC measured in natural

conditions of infestation (Gutiérrez et al., 2009).

On OARY, a significant SNP was identified for FEC measured at the end of the second infection at
31.4 Mbp For. This region was also detected in Spanish Churra ewes (between 24.5 ¢cM and 41.7 cM)

(Atlija et al., 2016).

Consequently, all QTL regions detected in our study were previously detected in other breeds.
However, some extra work will be necessary to check if the causal mutations underlying these QTL
are identical. The QTL affecting FEC explained 6 to 16% of the genetic variance. This result suggests
that the rest of the genetic variance is due to other genes with a very small effect which are statistically
impossible to detect in our study (850 rams). These results suggest a polygenic genetic determinism of
GIN resistance in the Blond-faced Manech dairy breed. This is in accordance with the conclusion of
all the other papers about QTL detection on GIN resistance in sheep: there are a large number of
polymorphisms affecting GIN resistance (Kemper et al., 2011 ; McManus et al., 2014). In addition, a
polygenic determinism is consistent with the numerous mechanisms and the complexity of the

immune response to GIN infection (Riggio et al., 2013).

Several regions were identified for the six milk production traits as well (Table 2 & Figure 1). The
percentage of genetic variance explained by these regions ranged from 1.2% and 4.6% for MY, FY,

PY, FC and PC. It was higher for SCS (around 9%) (Table 2).

Two regions were identified for MY on OAR4 and OAR9. The most noteworthy result is the region
identified on OARY associated to MY which was detected at the Bonferroni level (10°). The DGAT1
gene is a strong positional candidate located at less than 1Mbp of the most significant SNP. The

DGATTI1 gene has been extensively studied in cattle because of its role on fat percentage in milk in
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cattle (Schennink et al., 2007), in goats (Martin et al., 2017) and in sheep (Scata et al., 2009).
Additionally, in cattle the variant K232A of DGAT1 might induce increases in milk yield (Grisart et

al., 2004; Thaller et al., 2003).

Our results were compared with regions identified in the Lacaune dairy breed which is the first breed
in terms of animal numbers in the French dairy sheep industry (Oget et al., 2019). In this breed, a
major QTL associated with SCC was found on OAR3. A mutation in the suppressor of cytokine
signaling 2 (Socs2) gene was identified as the cause of an antagonist effect between health and growth
(Rupp et al., 2015). We were not able to identify this gene in our analyses but to our knowledge this

gene has never been identified in the Blond-faced Manech breed so far.

Finally, the locations of the significant SNPs for FEC were compared to the locations of the significant

SNPs for milk production traits.

The SNP found significant for FEC OAR20 (location: 23.6 Mbp) was located close to SNPs identified
for FY (location: 19.3 Mbp) and for FC (location: 26.2 Mbp). This result suggests a potential

relationship between GIN resistance and milk fat composition.

No common region was identified for FEC and SCS. This is consistent with the low genetic
correlation estimated in a previous study (Aguerre et al., submitted). SCS is used as an indicator for
selection for mastitis (Rupp et al., 2015). Gastrointestinal parasites and mastitis are two of the main
infectious disease affecting sheep (Davies et al., 2009). This result is thus encouraging for the
inclusion of GIN resistance in the Blond-faced Manech breeding objective which already includes

mastitis resistance.
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Conclusion

A few number of QTL with low effects (less than 10% of the genetic variance) were identified in
the present study). A polygenic genetic determinism of GIN resistance in the Blond-faced Manech is
then assumed. A classical polygenic or genomic selection is therefore recommended for the inclusion
of GIN resistance in the Blond-faced Manech breed. Additionally, two regions seem to be close to
positional candidate genes: MHC for FEC and milk fat composition and DGATI1 for milk yield.

Further analysis should be carried out to confirm the causality of these mutations.
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Table 1. Descriptive statistics for milk production traits DYD recorded for 3725 Blond-faced Manech

rams and for FEC measured in 957 rams among these rams

Standard

Variable Number of rams Mean .. Minimum Maximum
deviation
with at
Phenotyped  Genotyped least 15
daughters

Phenotypes for parasite resistance
FEC_infl_TO 951 850 NA 0 0 0 0
(cggs/g)
FEC_infl 944 850 NA 2567 1886 0 11400
(cges/g)
FEC_inf2 912 850 NA 2064 1983 0 14900
(eggs/g)
root FEC infl 944 850 NA 6.5 1.9 0 10.3
root FEC inf2 912 850 NA 5.9 2.2 0 11.0
DYD for milk production
MY (L) 3725 1922 1837 245.8 109.1 -140.2 710.6
FY (kg) 3725 1922 1815 4.4 7.8 -23.1 33.7
PY (kg) 3725 1922 1815 3.5 5.8 -16.1 26.0
FC (g/L) 3725 1922 1815 0.1 24 -7.8 8.8
PC (g/L) 3725 1922 1815 0.05 1.2 -3.5 4.4
LSCS 3725 1922 1709 22.9 287.9 -728.9 1362.7

FEC inf1: fecal egg count at the end of the first infection

FEC inf2: fecal egg count at the end of the second infection

root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and FEC inf2

respectively
MY: milk yield
FY: fat yield
PY: protein yield
FC: fat content

PC: protein content

LSCS: somatic cell score is the somatic cell count after log-transformation
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Table 2. List of SNPs associated with GIN resistance and milk production phenotypes for the Blond-

faced Manech rams genotyped with the Illumina OvineSNP50 BeadChip.

Genetic
Trait SNP Chromosome Location MAF Pvalue variance
explained (%)
Phenotypes for parasite resistance
E:;é‘/’;;;nmf)l OAR10_69344806.1 10 65448086 0.443 3.77¢-06 4.4
OAR20 24926948.1 20 23649186 0.401 1.69¢-05 3.6
Ezzét;‘/’;;;“m? OAR9 32911813.1 9 31402254 0.122 6.38¢-06 3.2
Phenotypes for milk production
MY OAR4 72336108.1 4 67676880 0.220 6.68e-07 2.8
OAR9 12984647.1 9 12574759 0.229 8.67e-07 2.5
FY OAR2 63872672.1 2 59725417 0.399 2.63e-05 2.4
OAR3 215247200.1 3 19983443 0.491 2.23e-05 2.3
s45440.1 13 61152324 0.211 2.47e-05 2.5
OAR20 20081235.1 20 19278516 0.491 2.89¢-05 2.2
PY s20102.1 4 25733338 0.363 3.51e-05 2.0
FC OAR2 215209646.1 2 20417504 0.495 2.70e-05 1.8
OAR3 146778162.1 3 13724940 0.439 3.61e-05 1.9
OAR3 146832060.1 3 13729525 0.309 1.18e-06 2.2
OAR4 42962215.1 4 40078094 0.281 2.26e-05 2.0
$19346.1 13 62210378 0.178 3.84e-05 1.5
s27858.1 13 62618894 0.147 5.60e-06 2.0
OAR13 67687804.1 13 62629748 0.155 2.68e-05 1.7
OAR17 10041912.1 17 9096958 0.421 3.34e-08 2.8
OAR20 28614015.1 20 26202017 0.474 1.72e-05 1.7
OAR20 33384221.1 20 30084606 0.487 3.68e-05 1.7
s02808.1 20 30879395 0.228 8.56e-06 1.8
PC $60466.1 1 26154017 0.490 5.19¢-06 1.5
OAR1 282385067.1 1 26155070 0.486 4.19¢-06 1.5
OAR3 146832060.1 3 13729525 0.309 2.30e-06 1.6
OAR3 148319465.1 3 13850963 0.196 3.51e-05 1.2
OAR4 72336108.1 4 67676880 0.220 1.58e-06 1.6
OAR4 72380844.1 4 67728265 0.343 8.53e-07 1.8
OAR7 _77910619.1 7 70978925 0.338 2.49¢-05 1.2
LSCS s16593.1 18 34329163 0.242 2.20e-05 4.4
OAR20 39211033.1 20 35373003 0.480 3.01e-05 4.6
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root FEC infl and root FEC inf2 are the fourth-root transformed values for FEC infl and FEC inf2
respectively

MY': milk yield

FY: fat yield

PY: protein yield

FC: fat content

PC: protein content

LSCS: somatic cell score is the somatic cell count after log-transformation
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Figure 1: Manhattan plot obtained from the genome-wide association study (GWAS)

performed for FEC and milk production traits in Blond-Faced Manech breed.
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(c) Milk yield
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(f) Fat content
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Etude 4: Etude de potentiels compromis entre Ia
résistance aux strongles gastro-intestinaux et les fonctions

biologiques chez des agnelles en croissance

Article en préparation

L’objectif de cette étude était double : (i) estimer I’efficacité de la sélection sur le long terme
et (il) évaluer les impacts que la sélection pour la résistance au parasitisme pourrait avoir sur les
caracteéres de production chez des agnelles en croissance. L’analyse a porté sur 91 agnelles issues de
lignées divergentes sélectionnées pour leur résistance ou leur sensibilité au nématode H. contortus en
infestation expérimentale. Les agnelles ont été soumises au protocole d’infestation expérimentale. Les

phénotypes étudiés étaient les suivants :

- le nombre d’ceufs excrétés dans les feces
- I’hématocrite

- le poids

- I’épaisseur de gras dorsale

- I’épaisseur de muscle dorsale

L’analyse des données parasitologiques a permis de mettre en évidence un ratio de 10 entre les
intensités d’excrétion d’ceufs de SGI des agnelles de la lignée résistante et de la lignée sensible. Une
différence significative de dépot de gras a aussi ¢té mise en évidence entre les deux lignées lors de
I’infestation. Le suivi en cinétique des 42 agnelles ayant les potentiels génétiques les plus extrémes a

montré que ces différences apparaissent entre les lignées tot dans I’infestation.

Les agnelles de la lignée résistante excretent peu voire pas d’ceufs dans les féces. Des mécanismes de
résistance se mettent en place rapidement aprés I’infestation avec probablement un effet sur
I’installation des larves dans la caillette. Il semblerait que cette réponse soit associée a une
mobilisation d’énergie plus importante chez les agnelles de la lignée résistante que chez les agnelles de

la lignée sensible au cours des trois semaines qui ont suivi I’infestation.
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Abstract

Anthelmintic resistance in gastrointestinal nematodes (GIN) has been increasingly reported in small
ruminants worldwide over the last years. Genetic selection for enhanced resistance to GIN appears as a
promising way to control GIN infections in grazing ruminants but its interaction with host tolerance
(i.e. the change in performance according to the level of infection) is challenging to measure and
mostly unknown. The objective of this study was (i) to evaluate the long-term effectiveness of genetic
selection for GIN resistance in sheep and (ii) to study the potential impact of this selection on growth
traits over the time course of infection. A divergent selection based on faecal egg count measured at
the end of two consecutive artificial infections with Haemonchus contortus has been performed in the
Romane meat breed. After two generations of selection, 91 naive female lambs (51 from the resistant
(R) line and 40 from the (S) line) were successively infected at 3 to 4 months of age with 3 500 L3
larvae of H. contortus for 28 days and 10 000 L3 for 35 days. Faecal egg counts (FEC), haematocrit,
body weight (BW), back fat thickness (BFT) and muscle depth (MD) were measured at the beginning
and at the end of the second infection in all 91 females and twice a week over the course of infection
in the 42 lambs with the most extreme genetic potential.

Lambs from R line excreted on average 10 times less parasite eggs than those from S line and had 2
points higher haematocrit. BET gain was 20% higher in the S line than in R line but no difference in
body weight or muscle depth was observed.

Selection for resistance to H. contortus based on experimental infection resulted in a highly effective
immune response in growing female lambs. However, our results suggest that breeding for resistance
may be associated with a potential energy cost and affect fat deposition in the first weeks following
the infection.

Individual responses to the infection were studied by analysing joint evolution of FEC and growth
traits (BFT, MD and BW). Groups were created based on (i) line and (ii) similarity of the joint

evolution of the traits. Our data did not reveal a specific evolution for R or S line.

Keywords: sheep, gastrointestinal nematodes, host genetic resistance, divergent lines, back fat

thickness
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Introduction

Sustainable management of gastrointestinal nematode (GIN) infections has become a crucial issue for
the sheep industry (Hoste and Torres-Acosta, 2011). These parasites have a substantial economic
weight due to their impact on the productivity and veterinary costs (McLeod, 1995; Sackett and
Holmes, 2006). Conventional control of GIN infections has been mainly based on anthelmintic
treatments until now (Waller, 2006) but their systematic use has favoured the rapid development of
resistance to the main classes of anthelmintics in nematode populations worldwide and especially in

sheep GIN (Kaplan, 2004).

Investigations are being carried out to develop control strategies that are less reliant on anthelmintic
treatments with an increasing interest in genetic selection for resistance to parasites (Waller and
Thamsborg, 2004). The number of eggs excreted per gram of faeces (faccal egg count FEC) is
classically used to measure the resistance of the animals (Khusro et al., 2004; Kemper et al., 2010;
Mandonnet et al., 2001). This trait is moderately heritable (h? ranging from 0.2 to 0.4) and can be used

successfully to select for GIN resistance (Bishop et al., 2004; Goldberg et al., 2012).

In contrast to susceptible animals, resistant animals should avoid some detrimental effects caused by
infection such as tissue damage caused by the larvae establishment and reduced feed intake (Charlier
etal.,2014).

Conversely, developing and maintaining a strong immune response could entail a nutritional cost of
being resistant, especially when animals are underfed (Greer, 2008; Colditz, 2008). Therefore genetic
selection for an enhanced immune response towards GIN infection could be at the expense of other

biological functions of interest.

In particular, growth is a period generally associated with higher susceptibility to GIN infections in
lambs due to the high physiological demand for nutrients and the lack of a sufficiently well-developed

acquired immune response (Kahn ef al., 1999; Greer, 2008).
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In this study, we focused on the growth of female lambs in the Romane meat breed divergently
selected for increased or decreased resistance to Haemonchus contortus as measured by FEC
following experimental infection (Sallé et al., submitted). Divergent lines are a unique resource to
investigate the long-term implications of the genetic selection for an increased resistance to GIN

infections on other biological functions such as growth, gestation or lactation.

Our objective was twofold: (i) to assess the effectiveness of genetic selection for resistance to H.
contortus based on animals response (FEC, haematocrit) to experimental infections, and (ii) to
evaluate the effects of genetic resistance on the change in growth traits (body weight, back fat

thickness and muscle depth) over the time course of infection.

Material and methods
The experimental procedures described hereafter were approved by the French Ministry for Higher
Education and Research and the Centre Val de Loire ethics committee under the experimental

approval D18-174-01.

Animals

The divergent selection on resistance to H. contortus took place at the experimental INRA farm (La

Sapiniere, Osmoy, France) and is described in details by Sall¢ et al. (submitted).

Briefly, 217 lambs of the Romane meat breed (127 males and 144 females) were artificially infected at
about 6 months of age with H. contortus third-stage larvae (L3) of the Humeau strain. Prior to the
infection, all sheep were born, reared and maintained worm-free. After the experimental infection
protocol (identical to the experimental protocol described hereafter), lambs were selected based on
FEC with a selection pressure of 3% on males and 30% on females. The observed divergence in

generation 1 was 1.0 g;, and 3.5 a,.

120



ETUDE 4 : DE POTENTIELS COMPROMIS ENTRE LA RESISTANCE ET LES AUTRES FONCTIONS BIOLOGIQUES

The most resistant and the most susceptible animals of the generations 0 (G0) and 1 (G1) were
selected based on their breeding values for resistance to GIN. A generation 2 (G2) was produced by
mating 7 G1 sires (n=3 and n=4 for R and S lines respectively) with 37 GO dams (n=22 and n=15 for R
and S lines) and 32 G1 dams (n=14 and n=18 for R and S lines). All 91 females lambs from G2 (n=51

and n=40 for R and S line respectively) were involved in the experiment described hereafter.

Artificial infection protocol

Lambs were born in 2017 between August 29" and October 10", They were 3 to 4 months old at the
beginning of the protocol without significant age difference between lines. Before the experiments
they were naive towards H. contortus and were housed indoors during the whole experiment to
prevent natural infection by GIN. Lambs from both lines were kept together into 4 pens and managed
identically. They were fed ad [libitum with forage, granulated feed adapted to their age.
During the experimental protocol, lambs were challenged twice with H. contortus infective larvae with
a two-week rest period between the two infections. They were orally infected with 3 500 larvae for 28
days and 10 000 larvae for 35 days in first and second infection respectively. They were drenched at
the end of each infection with 0.2 mg/kg of live weight of ivermectin (Oramec, Merial). During this

period, lambs were fed ad libitum with a protein-rich concentrate and straw.

Measurement of infection severity and growth traits

The first infection was only performed to initiate the immune response. In this study, we focused on
the measures recorded during the second infection. The first day of second infection was considered as

day 0 in the following of the article.

At the beginning (day 0) and at the end (day 35) of the second infection, blood samples and faeces
samples were taken from the 91 female lambs to measure haematocrit and faecal egg counts (FEC)

using the MacMaster technique (Raynaud, 1970). The body weight (BW) of the lambs was recorded
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and dorsal ultrasounds were performed to measure back fat thickness (BFT) and muscle depth (MD)

on the left and right side at the 3-4" lumber vertebral.

The 42 female lambs (21 R and 21 S) with the most extreme expected breeding value for FEC at day
35 (average of their parent breeding values) were followed more accurately during the second

infection to obtain longitudinal measurement of the 5 previous traits at day 17, 21, 24, 28, 31 and 35.

Statistical analyses

BFT and MD were defined as the average of the measures performed on the left and right sides of the

animals after checking the phenotypic correlations between the two measures.

For all 91 female lambs and for the five traits (FEC after log transformation, haematocrit, BFT, MD
and BW), analyses were performed on the measures recorded at day 0 (FEC 0, haematocrit 0, BFT 0,
MD 0 and BW_0) and at day 35 for FEC (FEC 35) and on the variations between day 0 and day 35

for the 4 other traits (haematocrit_var, BFT var, MD var and BW_var).

A log-transformation was applied to the FEC data to correct the data for skewness prior to further
analyses. Variance analyses were performed with the SAS software GLM procedure (SASTM Inst.
Cary, NC, USA). For the different traits, variance analyses were performed to estimate the effects of
line (2 levels: R and S) and pen group (4 levels). The body weight at day 0 (BW _0) was also fitted as a

covariate for BFT and MD to account for potential initial differences in body size.

For each of the 42 female lambs involved in the longitudinal follow-up, analyses of variance were
performed at each time points. The different analysed traits were noted as follows: FEC t,
haematocrit t, BFT t, MD t and BW t (with t = 0, 17, 21, 24, 28, 31, 35). As before, the model
included a pen group effect for all traits and BW_0 as a covariate for BFT and MD. For all traits, the

line effect was tested at each time point to detect potential differences between lines.
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In order to identify putative differences between lines in the joint evolution of resistance trait (FEC)
and tolerance traits (BFT, MD and BW variations), the method developed by Lough et al. (2015) was
used for the 42 female lambs in the longitudinal follow-up. This method proposes to represent the
variations over the time course of infection by numerical sequences. For example, if we consider FEC
and BW, the changes between two time points were coded as follows: 1 if a decrease of FEC was
associated to an increase of BW; 2 if a decrease of FEC was associated with a decrease of BW; 3 if an
increase of FEC was associated with a decrease of BW and 4 if an increase of FEC was associated

with an increase of BW (Figure 1).

Only complete sequences were considered. For the joint evolution of BW and FEC, the sequences
were composed of 5 numbers representing the variations of these traits during the whole infection. For
the joint evolution of BFT and FEC and for the joint evolution of MD and FEC, shorter sequences (3
numbers) representing the variations of the traits between day 0 and day 24 to day 35 were used

because of missing data at the beginning of the infection.

Then groups of sequences were formed following two approaches. First, sequences were grouped
according to the line origin of animals. Permutation test were performed to statistically test the
difference between the sequences of R and S lines and search a sequence specific of each line.
Secondly, animals with strictly identical sequences were grouped independently of the line origin.

Permutation test were performed to identify the significant difference between the sequence groups.

Results

At the beginning of the second infection, FEC measures confirmed that no eggs were excreted by the
lambs. Basal haematocrit level (haematocrit 0) was statistically similar between lines as well as

BW_0, BFT 0 and MD_0 (Table 1).
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The data collected on all 91 female lambs showed that FEC were 10 times lower in R line than in S
line with 167 and 1921 eggs per gram respectively at the end of the second infection (Table 2). The
percentage of female lambs with no eggs in the faeces at the end of the second infection was 63% in
the R line and 18% in the S line. In contrast, the proportion of high shedders defined as individuals
excreting more than 1 000 eggs per gram, was 35% in S line with a maximum of 18 750 eggs per gram
whereas only 3 lambs among the 51 R lambs were high shedders with a maximum of 2 200 eggs per
gram (Table 2 and Figure 2). The statistical analysis of these data indicated a highly significant
difference in log FEC 35 between lines (P< 0.0001) in the whole group of 91 lambs (Table 2). The
haematocrit loss during the infection was also significantly lower in R line than in S line with a loss of

1.7 point and 3.9 points in R and S lines respectively (Table 2).

BFT, MD and BW increased in both lines during the infection. The gain in BFT was 20% higher in S
line than in R line but no difference was observed in BW gain or MD gain between lines (Table 2).
The BFT and MD measures recorded five months after the end of the protocol showed no significant

difference between the R and S lines (p-value : 0.38 and 0.37 for BFT and MD respectively).

Phenotypic correlations between right and left sides of the animal back ranged from 0.57 to 0.84 for
BFT and from 0.56 to 0.74 for MD. In addition, phenotypic correlations ranging from 0.80 to 0.90 for
BFT measures were found between 17 days post infection (d.p.i.) and 35 d.p.i. For MD, these

correlations were lower (range: 0.32 to 0.73).

The follow-up of the 42 most extreme females allowed us to monitor more precisely the response to
the infection of each individual and in particular the timing of changes in FEC, haematocrit, BW, BFT
and MD. We observed that the differences between the two lines described above occurred early in the
infection (Figure 3). Significant differences between lines were observed from day 24 for haematocrit

and FEC. Significant differences were also observed for BFT from day 17, though it should be noted
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that a limited number of data were collected on day 17. For the 3 traits, the differences then persisted

until day 35.

To study the joint evolution of FEC with respect to the gain in BFT, MD and BW, the sequences of the
42 lambs were analysed using two strategies: groups of lambs from the same line (R versus S) or
groups of lambs having identical sequences. No significant difference was found whatever the
considered traits (FEC with BFT or MD or BW) between groups based on line (Table 5). For groups
composed of lambs with identical sequences, no significant difference was found for the joint
evolution of FEC with BFT. For the joint evolution of FEC with MD and FEC with BW some groups
were statistically different from the other (Table 5). But no specific sequence of line R or line S could

be identified within groups.

Discussion

Our first objective was to evaluate the long-term effectiveness of genetic selection for resistance to H.
contortus. Our results suggest that genetic selection based on the response to artificial challenge is a
highly effective strategy to improve sheep resistance to GIN infections. We observed in R line a high
percentage of individuals that do not excrete parasite eggs, a low proportion of high shedders and a
drastic reduction in the number of eggs excreted by high shedders in comparison with animals in S
line. All these factors contributed to the significant difference between the average FEC of the two
lines. These results were obtained in only two generations due to a high selection pressure on the
males (3% of the males and around 50% of females were kept to produce subsequent generations).
In New Zealand, divergent lines have been created on the basis of natural mixed-species challenges
since the late 1980s in the Perendale and Romney breeds in particular. In each of these breeds, FEC
were respectively 5 and 11 times lower in R line than in S line (Morris et al., 2000; Morris et al.,

2005). In Australia, a ratio of 6 between the FEC of R line and S line was observed in the Merino
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breed after four generations of selection (Woolaston et al., 1990). The protocol used for this selection
was quite close to ours since the lines were selected from an experimental challenge with H. contortus.
However, their challenge involved only one infection of 10 000 larvae while ours was composed of a
pre-infection of 3 500 larvae and an infection of 10 000. In our case, the differences between the FEC
of the two lines were greater at the end of the second infection than at the end of the first infection.

The first infection could possibly have a stimulating effect on the immune response.

The values observed for FEC in line R suggest that a control of GIN infections less dependent on
anthelmintic treatments would be possible thanks to the implementation of genetic selection for better
resistance to GIN in sheep. It is likely that the presence in the herds of resistant animals that ingest
larvae but excrete few or no parasite eggs will reduce the levels of pasture contamination, thus
providing overall protection for the herd. Currently in France, lambs can be drenched 5 to 6 times a
year (P. Jacquiet, personal communication). The implementation of genetic selection should help to

significantly reduce the requirements for anthelmintic treatments.

The second objective of this study was to assess the impact of genetic selection for resistance on BW,
BFT and MD dynamics over the time course of infection. Our data did not indicate any significant
difference in the gain of BW and MD between the two lines but a significant lower gain in BFT was

observed, suggesting a slower fat deposition in the R line than in the S line.

First of all, the quality of the measures of the dorsal ultrasound scans was checked. Dorsal ultrasound
has become the method of choice in recent years for measurement of BFT and MD and for prediction
of body composition in both cattle and sheep (Lambe et al., 2008). However, many factors can affect
the accuracy and repeatability of measurements made by dorsal ultrasound (McLaren et al., 1991). In
this study, the same machine was used throughout the protocol. Moreover, high phenotypic

correlations were estimated (i) between measures recorded on the left and right sides of the animals
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and (ii) between the successive time points for BFT. But these correlations were lower for MD,

suggesting that our measures were less accurate for MD.

Resistance to GIN infection is usually ascribed to a protein nutritional cost due to (i) a diversion of
proteins from production to the immune response (repair of the digestive mucosa, production of
mucus) and (ii) to the compensation for protein lost due to the malabsorption of the nutrients (Knox et
al., 2006). But our study may suggest that a potential energy cost of the immune response to GIN
infection is likely during the early phase of infection. Another explanation for the difference in fat
deposition between lines could be that of a co-selection of FEC and fat deposition. However, this
hypothesis seems unlikely because of the absence of differences in BFT between lines before and five
months after the infection. Dorsal ultrasounds performed at the beginning of the infection and five
months after the end of the protocol did not reveal any significant difference between the two lines (p
= 0.16 and 0.38 respectively). Therefore the difference in fat deposition appears to be due to the
infection, supporting the hypothesis of an energy cost of the immune response. Moreover, the absence
of significant difference between lines 5 months after the protocol may indicate that animals have an

ability to recover once the infection has been cleared.

The differences in FEC and BFT between the lines appeared early in the infection. They could
correspond to early events of the immune response that probably have an impact on larvae
establishment or larval and sub-adults growth. This result is in accordance with the study of Gray et al.
(1992) who observed lower FEC associated to lower worm burdens and lower larval establishment

rate in lambs born to resistant sires than in lambs born to susceptible sires.

The relationship between production traits and resistance was studied in other divergent lines.
Liu et al. (2005) observed no significant difference for BW, wool production and carcass composition
in Merino sheep selected for resistance and control sheep. In this experiment, sheep were orally
infected with of Trichostrongylus colubriformis and Ostertagia circumcincta (Teladorsagia
circumcincta today) for 12 weeks. BW was measured every 2 weeks and wool growth was measured

over a 6-week period.
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Unfavourable correlated response to selection observed in the divergent lines created in natural
conditions of infection in Perendale and Romney breeds mentioned above in which lower body
weights and lower fleece weights were recorded in resistant lines (Morris et al., 2000; Morris et al.,

2005).

In natural conditions of infection, the doses of ingested larvae and the stage of development of the
parasite are unknown and can vary between animals. These variations can cause variations of observed
phenotypic and genetic correlations between FEC and production traits (Wilson et al., 2008). In our
study, these variations were controlled using experimental infections. However, our observations were
made over a relatively short period post infection (35 days post infection maximum). So it is possible
that we did not record potential differences between the two lines in BW and MD that may appear

later than 35 days after the infection.

Finally, the study of individual joint evolution of FEC with growth traits (BFT or MD or BW) showed
that there are several types of response to the infection. No sequence specific of the R or the S line was
identified with our data. However, the analysis did not allow for differences in the amplitude of
variations to be taken into account. Even if the direction of the variation could be the same for R and S
individuals, the amplitude of these variations was different. Our results showed that there is no
specific sequence for each line but different amplitudes. The diversity of the observed responses

within line is consistent with the polygenic genetic determinism of GIN resistance.

Conclusion

Genetic selection for resistance to H. contortus based on experimental infection was highly
effective in growing female lambs. But a lower fat deposition was observed in R line suggesting a
potential energetic cost of immunity against GIN infection. Resistant animals appear to have higher

energy requirements during the early phase of infection. The diversity of individual responses to the
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infection supports the hypothesis of a large number of mechanisms involved in the immune response.
It would be interesting to study the relationship between FEC and muscle and fat deposition over a
longer period of infection and during the periparturient period which is another important period in the

productive life of ewes in terms of susceptibility to parasitism.
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Table 1: Descriptive statistics for the five traits measured out of infection period (n=91 female

lambs)

Significance of
Variable Line Number of Mean Stal.ld?rd Minimum Maximum the difference
measures deviation .
between lines

At the beginning of the second infection

FEC 0 (eggs/gram) Rand S 91 0 0 0 0 NS
R 51 0 0 0 0
S 40 0 0 0 0

Hematocrit 0 (%) RandS 91 342 2.6 30.0 42.8 NS
R 51 34.2 2.5 30.0 40.7
S 40 34.2 2.8 30.0 42.8

BW 0 (kg) Rand S 91 38.9 0.3 30.0 48.6 NS
R 51 38.8 0.3 34.1 48.6
S 40 39.1 0.3 30.0 47.2

BFT 0 (mm) Rand S 91 0.8 0.6 -0.8 2.9 NS
R 51 0.8 0.6 -0.8 2.8
S 40 0.9 0.7 -0.08 2.9

MD 0 (mm) Rand S 91 13.2 1.5 9.9 17.9 NS
R 51 13.3 1.6 9.9 17.4
S 40 13.1 1.3 10.6 17.9

5 months after the experimental protocol

BFT 5m (mm) Rand S 91 5.7 0.9 3.9 8.3 NS
R 51 5.6 0.9 4.0 8.3
S 40 5.8 2.0 3.9 8.3

MD 5m (mm) Rand S 91 25.4 1.9 21.0 29.7 NS
R 51 25.66 0.9 21.0 29.7
S 40 25.2 0.9 21.5 29.5

FEC: faecal egg count

BW : body weight

BFT: back fat thickness

MD: muscle depth
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Table 2: Descriptive statistics for the five traits measured at the end of the second infection

(n=91 female lambs)

Significance of the

Variable Line Number of Mean Stal.ldi.lrd Minimum Maximum difference
measures deviation .
between lines
Raw data

FEC 35 Rand S 91 938 2484 0 18 750

(eggs/gram) R 51 167 446 0 2200
S 40 1921 3494 0 18 750

Corrected data

log FEC 35 Rand S 91 2.6 32 -1.8 8.9 <0.0001
R 51 1.0 2.5 -1.8 7.0
N 40 53.6 169.3 -0.8 1095.22

FEC 35 after Rand S 91 380 1086 0 7550

backtransformation

(eggs/gram) R 51 5 3 0 9
S 40 796 1539 0 7550

Hematocrit var (%) RandS 91 2.7 34 -14.0 6.2 0.0002
R 51 -1.7 3.0 9.8 6.2
S 40 -3.9 3.5 -14.0 0.8

BW _var (kg) Rand S 91 10.7 1.3 7.7 13.9 NS
R 51 10.6 1.3 7.8 13.9
N 40 10.7 1.4 7.7 13.1

BFT _var (mm) Rand S 90 1.7 0.8 -0.2 3.8 0.0016
R 51 1.4 0.7 -0.2 34
S 39 2.0 0.8 0.4 3.8

MD_var (mm) Rand S 90 6.9 1.5 3.1 10.6 NS
R 51 6.9 1.6 32 10.6
N 39 6.9 1.4 3.1 9.3

FEC 35: raw data for faecal egg count measured at day 35

log FEC 35: faecal egg count after log transformation

haematocrit_var: variation of haematocrit between day 0 and day 35

BFT _var: variation of back fat thickness between day 0 and day 35

MD var: variation of muscle depth between day 0 and day 35
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Table 3: Phenotypic correlations between measures on the left side and measures on the right

side for back fat thickness and muscle depth

Phenotypic correlation

Trait Number of measures
between measures

BFT 0 42 0.57
BFT 17 16 0.84
BFT 24 40 0.72
BFT 28 42 0.82
BFT 31 41 0.81
BFT 35 41 0.69
MD 0 42 0.64
MD 17 16 0.74
MD 24 40 0.73
MD 28 42 0.64
MD 31 41 0.70
MD 35 41 0.56

BFT: back fat thickness

MD: muscle depth
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Table 4: Phenotypic correlations between measures recorded at different time points for back

fat thickness and muscle depth

(i) Back fat thickess
Days post infection | BFT_0 BFT 17 BFT 24 BFT 28 BFT 31 BFT_35
BFT 0 1 0.88 0.63 0.63 0.60 0.70
BFT 17 1 0.87 0.90 0.84 0.84
BFT 24 1 0.85 0.82 0.80
BFT 28 1 0.93 0.83
BFT 31 1 0.83
BFT 35 1
(ii) Muscle depth
Days post infection | BFT_0 BFT_17 BFT 24 BFT 28 BFT 31 BFT 35
BFT_0 1 0.80 0.48 0.74 0.62 0.58
BFT 17 1 0.45 0.60 0.60 0.32
BFT 24 1 0.69 0.44 0.61
BFT 28 1 0.73 0.66
BFT 31 1 0.60
BFT 35 1
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Table 5: Groups based on the numerical sequences produced from the joint evolution of FEC

with BFT gain, MD gain or BW gain over the course of the infection.

(i) FEC and BFT gain
Gr S n Number of R Number of S Significance of
oup equence female lambs female lambs  the difference
1 414 2 0 a
2 444 15 3 a
3 114 0 4 a
4 111 0 4 a

The sequences were coded as follow: 1 = FEC+ BFT-, 2 = FEC- BFT-, 3=FEC- BFT+

and 4= FEC+ BFT+

(i1) FEC and MD gain
Group Sequence Number of R Number of S Significance of
female lambs female lambs the difference
1 111 2 0 a
2 411 1 2 b
3 144 1 2 a
4 441 6 6 b
5 141 3 3 a
6 332 0 2 c
7 444 0 3 b

The sequences were coded as follow: 1 = FEC+ BFT-, 2 = FEC- BFT-, 3=FEC- BFT+

and 4= FEC+ BFT+
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(i11) FEC and BW gain
Group Sequences Number of R Number of S Signii."lcance of the
female lambs female lambs difference
1 43333 2 2 a
2 44444 3 11 b
3 44333 2 0 a
4 44443 4 0 c
5 43334 2 0 a
6 14444 1 3 d
7 13333 0 2 a
8 41444 0 2 €

The sequences were coded as follow: 1 = FEC+ BFT-, 2 = FEC- BFT-, 3=FEC- BFT+

and 4= FEC+ BFT+
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Figure 1: Numbers used to create individual sequences according to the joint evolution of FEC

and BFT gain, MD gain or BW gain

FEC

BW gain

1: decreased FEC associated to increased BW gain
2: decreased FEC associated to decreased BW gain
3: increased FEC associated to decreased BW gain

4: increased FEC associated to increased BW gain
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Figure 2: Distribution per line of the 91 female lambs for FEC measured at day 35
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Figure 3: Changes in (i) log-transformed faecal egg count, (ii) haematocrit and (iii) fat

thickness during the course of the second infection (n=42 females lambs)
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(iii) Back fat thickness
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Discussion générale

1. Vers une meilleure compréhension du lien entre résistance

aux strongles gastro-intestinaux et les autres fonctions biologiques

1.1. Confirmation de I’existence de compromis entre fonction

immunitaire et les autres fonctions biologiques

La réponse immunitaire est souvent associée a un colt, notamment un colt nutritionnel. Elle
peut donc entrer en compétition avec les autres fonctions biologiques de 1’hdte : croissance,
reproduction, production. Ces compromis peuvent étre d’autant plus forts que les ressources

alimentaires sont limitées, ce qui peut étre le cas notamment pour les ovins ¢levés au paturage.

Coop and Kyriazakis (1999) ont propos¢ les ordres de priorité suivants pour les différentes fonctions

biologiques:

- chez un animal en croissance en phase d’acquisition de I’immunit¢ :
(1) maintenance des réserves protéiques, (2) acquisition de I’immunité, (3)
gain de protéines et (4) maintenance et gain de réserves lipidiques

- chez un animal en croissance en phase d’expression de I’immunité :
(1) maintenance des réserves protéiques, (2) gain de protéines, (3) expression
de 'immunité et (4) maintenance et gain de réserves lipidiques

- chez un animal en reproduction :
(1) maintenance des réserves protéiques, (2) reproduction (gestation puis
lactation), (3) expression de I’immunité et (4) atteinte d’un état corporel

satisfaisant.

Ainsi I’ordre de priorité des différentes fonctions varie au cours de la carriére de 1’animal en fonction

de son age et de son statut physiologique notamment.

Une partie de mes travaux (Etude 4) a porté sur I’étude de ces compromis entre fonctions chez des
agnelles en croissance. Des échographies dorsales ont été réalisées en cinétique sur une période de 35
jours apres infestation pour mesurer 1’impact de la sélection sur le dépot de gras et de muscle. Nos

résultats suggerent que, dans sa phase précoce, la réponse immunitaire pourrait étre associée a un

143



DISCUSSION GENERALE

moindre dépot de gras chez les individus génétiquement sélectionnés pour la résistance aux strongles
gastro-intestinaux. Cela semble cohérent avec ’ordre de priorité proposé par Coop and Kyriazakis

(1999) pour un animal en croissance lors de I’acquisition de I’immunité.

Ces résultats constituent une premicre étape dans la mise en évidence d’un potentiel compromis entre
immunité et croissance. De nouveaux protocoles pourront étre réalisés a I’avenir afin de compléter nos
observations.

D’une part, un suivi sur un temps plus long apres infestation d’animaux en croissance permettrait de
mesurer les impacts sur 1’épaisseur de muscle et sur le poids qui peuvent apparaitre plus tardivement.
De plus, il serait également intéressant de réaliser des échographies dorsales sur les animaux de
lignées résistantes ou sensibles non infestés afin de confirmer 1’absence de lien entre résistance aux

SGI et capacités de croissance en dehors des périodes d’infestation.

D’autre part, les femelles en peripartum sont aussi particulierement sensibles aux nématodes gastro-
intestinaux du fait d’une chute de I’'immunité qui se traduit par un pic d’excrétion d’ceufs dans les
feces. Durant cette période, les femelles doivent faire face a une forte augmentation de leurs besoins
pour assurer les fonctions de gestation et de lactation alors que leur capacité d’ingestion diminue en fin
de gestation (Kahn et al., 1999). Le peripartum représente donc une autre période d’intérét pour

I’étude des compromis I’immunité et les autres fonctions biologiques.

En outre, plusieurs indicateurs peuvent é&tre utilisés pour suivre I’évolution de la composition
corporelle des animaux. Pour une premiére approche, nous avons fait le choix de réaliser des mesures
de poids et des échographies dorsales qui sont des méthodes non invasives et présentent 1’avantage
d’étre plus précises et objectives que [’attribution d’une note d’état corporel (Schroder and
Staufenbiel, 2006). D’autres indicateurs plus fins permettraient de compléter nos observations. Par
exemple, les acides gras non estérifiés (AGNE), le  hydroxy butyrate (BHB) et la triiodothyronine
(T3) ont ¢été utilisés dans des études portant sur le suivi du statut énergétique de brebis laitiéres
(Gonzalez-Garcia et al., 2015 ; Bouvier-Muller et al., 2016). La mobilisation de triglycérides présents
dans les tissus adipeux entraine une augmentation des AGNE dont I’oxydation incompléte donne des
corps cétoniques dont le BHB. Les concentrations en AGNE et BHB sont ainsi corrélées négativement
au bilan énergétique de I’animal tandis que la concentration en T3 est positivement corrélée au bilan
énergétique (Reist et al., 2002). La masse musculaire peut étre estimée a partir de la concentration en
créatinine dans le sang ou les urines (Costa e Silva et al., 2014). Le dosage de ces marqueurs
métaboliques pourrait étre réalisé afin de caractériser plus finement la composition corporelle des

animaux résistants et sensibles.
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Enfin, il serait intéressant de réaliser des mesures chez les races laitiéres en période de peripartum. En
effet, les brebis de race laiticre doivent faire face a une demande en nutriments trés importante en fin
de gestation et jusqu’au pic de lactation. Le compromis entre les fonctions pourrait donc étre plus
marqué chez les races laitieres que chez les races allaitantes. De plus, des résultats suggerent que la
distribution des réserves corporelles différe entre les races laitieres et les races allaitantes (Taylor et
al., 1989). Il est donc possible que les compromis entre la fonction immunitaire et les autres fonctions

biologiques soient différents ou plus marqués chez les races laitieéres que chez les races allaitantes.

1.2. Etudes en ferme

De nombreuses données sont collectées en ferme dans le cadre du contrdle de performances
(reproduction : fertilit¢ a I’IA, prolificité, mortalité des agneaux ; croissance des agneaux avec des
pesées a 30 et 70 jours ; données du controle laitier pour les races laitiéres : quantité de lait, quantité de
matieres, taux butyreux, taux protéique et comptage de cellules somatiques). Ces données associées a
des mesures d’hématocrite et d’intensité d’excrétion d’ceufs pourraient contribuer a améliorer notre
compréhension des compromis entre les différentes fonctions biologiques des animaux et a valider sur

le terrain les résultats obtenus expérimentalement.

Cela permettrait de tester la validit¢ de nos hypothéses dans des environnements variés (conduite du
troupeau, gestion des patures, niveau de contamination des patures etc...). De plus, nous n’avons
utilisé pour notre protocole d’infestation expérimentale que le parasite H. contortus qui est le parasite
le plus pathogéne pour les animaux. Il serait intéressant de mener des études en conditions
d’infestation naturelle et donc multi-espéces. Enfin, notre étude sur les compromis entre fonctions a
été menée sur des agnelles nourries ad /libitum. Or les animaux peuvent étre confrontés a des
ressources herbageres limitées lorsqu’ils sont €levés au paturage. On peut donc penser que les
compromis entre les fonctions de production et la fonction immunitaire seraient plus marqués dans ces

conditions.

Des études en ferme pourraient aussi étre menées pour tenter de mieux évaluer les conséquences de la
sélection pour la résistance au parasitisme sur la résistance a d’autres maladies, notamment les
cryptosporidies et les coccidies qui représentent un sérieux probléme sanitaire chez les agneaux et les

mammites chez les brebis adultes.

La collecte de ces données constitue une étape préliminaire a la mise au point et a I’amélioration de
modéles prédictifs qui pourraient a terme étre utilisés en élevage pour conseiller 1’éleveur sur les

stratégies de controle des SGI a mettre en place au sein de son exploitation (Saccareau et al., 2016).
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2. Quelles sont les prochaines étapes pour l'intégration de la
résistance aux strongles gastro-intestinaux dans les schémas de

sélection ?

2.1. Comment inclure la résistance aux strongles gastro-intestinaux

dans le schéma de sélection de la race Manech Téte Rousse ?

La mise en place de la sélection passe par trois étapes essentielles : choisir le ou les caractéres que
I’on veut améliorer (objectif de sélection), choisir le critére de sélection, choisir les poids de chaque

caractere dans I’index de sélection (Stear et al. 2006 ; Nicholas, 1987).

2.1.1. Objectif de sélection

Dans le domaine de I’étude de la résistance génétique de 1’hote aux maladies en élevage,
I’expression « résistance aux maladies » désigne en réalité deux notions : la résistance et la résilience.
La résistance correspond a la capacité de 1’hdte a exercer un contrdle sur le cycle de vie du parasite ou
du pathogéne. Sélectionner pour la résistance a un parasite ou a un pathogéne va donc permettre de
réduire les risques de transmission au sein du troupeau. Il peut parfois étre plus intéressant de
sélectionner les animaux pour une meilleure résilience c’est-a-dire sur leur capacité a maintenir leur
productivité malgré I’infestation. Cependant, cela ne permet pas de controler la population du

pathogene.

Dans le cas des infestations par les parasites gastro-intestinaux, la sélection pour la résistance
présente un avantage majeur puisqu’elle permet une protection globale du troupeau. La résistance d’un
animal se traduira par sa capacité a controler I’installation des larves et donc sa charge parasitaire ainsi
que la fécondité des adultes femelles. Or ces deux facteurs sont déterminants pour I’intensité
d’excrétion d’ceufs de chaque animal. Les animaux résistants vont donc participer a la réduction du
niveau de contamination de la pature en ingérant une partie des larves infestantes et en excrétant peu
ou pas d’ceufs dans la pature. La présence d’animaux résistants va ainsi bénéficier a I’ensemble du
troupeau puisqu’elle permet de réduire le challenge parasitaire auquel I’ensemble du troupeau doit
faire face (Bishop, 2012). Ceci a été vérifié expérimentalement par Gruner et al. (2002). Deux
troupeaux ont été sélectionnés pour un nombre élevé ou un nombre faible d’ceufs excrétés dans les
feces apres avoir recu 12000 larves infestantes de 7. circumcincta puis 8000 larves de T.

colubriformis. Les deux troupeaux ont paturé des parcelles différentes pendant 4 ans. Les auteurs ont
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comparé I’excrétion d’ceufs et le niveau de contamination de la parcelle des agneaux résistants a ceux
des agneaux sensibles. Ils ont observé chez les agneaux résistants une excrétion d’ceufs 50% inférieure
pour ’espece T. circumcincta et 75% inférieure pour 1’espece 7. colubriformis a celles des agneaux
sensibles. De plus, la population de stades libres de 7. circumcincta dans la parcelle a diminué de 25%
par an. Pour 7. colubriformis, elle a diminué de 99% en deux ans. Cela a résulté en une charge

parasitaire réduite de 50% et 99% des espéces 7. circumcincta et T. colubrifomis respectivement.

Ces observations réalisées sur des animaux sélectionnés pour leur résistance ou leur sensibilité aux
parasites permettent d’observer des écarts trés importants de contamination des patures en 4 ans
seulement. En pratique, la réduction de la contamination de la pature en élevage sera certainement plus

lente puisque des animaux ayant des capacités de résistance variables patureront les mémes parcelles.

2.1.2. Comment évaluer les béliers candidats a la sélection ?

2.1.2.1. Protocole de phénotypage

Dans les pays ou la sélection pour la résistance au parasitisme a été mise en place, la sélection
est réalisée a partir de la mesure de 1’excrétion d’ceufs par les descendants des béliers reproducteurs en

ferme en conditions d’infestation naturelle.

En France métropolitaine, le phénotypage en conditions naturelles est difficilement envisageable. Les
niveaux de contamination des patures sont trop fluctuants d’une saison a 1’autre et d’une année a
I’autre du fait des variations des conditions météorologiques. Un protocole permettant de phénotyper
les animaux en conditions d’infestation expérimentale a donc été développé. On peut ainsi s’assurer

que tous les animaux ingérent la méme dose de larves infestantes.

De plus, les corrélations génétiques proches de 1 entre résistance en conditions naturelles et
expérimentales et résistance a différentes espéces de strongles gastro-intestinaux publiées par Gruner
et al. (2004a et 2004b) laissaient penser que ce protocole permettrait une sélection efficace pour la
résistance aux SGI quelles que soient les especes présentes dans les patures. Cela a pu étre confirmé

chez la race Manech Téte Rousse en élevage au cours de cette thése (voir Etude 1).

Evaluer les béliers sur la base des phénotypes de leurs descendants permet de ne réaliser qu’un
prélevement par animal. Cependant un certain nombre de descendants sont nécessaires pour obtenir
une estimation fiable de la valeur génétique du bélier. Compte tenu de la lourdeur du protocole, il

n’était pas envisageable de phénotyper un grand nombre d’animaux en ferme. En effet, la mise en
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ceuvre de ce protocole nécessite une logistique importante pour le maintien de la souche « Humeau »
en laboratoire, la production des larves, la réalisation des infestations, des prélévements d’échantillons

sanguins et fécaux et des analyses en laboratoire.

Le choix a donc été fait de cibler les béliers candidats a la sélection. Ces béliers n’ont jamais été en
contact avec des SGI car ils n’ont jamais paturé. La gestion collective de ces males dans le cadre du
schéma de sélection facilite la réalisation du protocole. Tous les béliers candidats a la sélection sont
regroupés et élevés en centre de testage. Cela permet de réaliser le protocole sur I’ensemble des béliers
au méme moment et dans des conditions environnementales comparables. De plus, cela permet de

diffuser efficacement le progres génétique a I’ensemble de la population grace a I’IA.

Il faut noter toutefois que la réalisation de ce protocole prend du temps puisqu’il faut prévoir une
période de deux mois et demi pour réaliser les deux infestations. Il peut étre difficile de I’intégrer dans

le processus de sélection des jeunes béliers surtout en races allaitantes.

2.1.2.2. Choix du critére de sélection

De nombreux caractéres peuvent étre utilisés pour mesurer I’impact d’une infestation par des
parasites gastro-intestinaux chez les ruminants. Bishop (2012) les a classés en quatre catégories : (i)
des mesures de résistance : OPG, charge parasitaire, taille et fécondité des vers adultes ; (i) marqueurs
de la réponse immunitaire : éosinophiles et anticorps ; (iii) mesures de I’impact de ’infection : anémie
évaluée avec I’hématocrite ou la couleur des muqueuses oculaires, pepsinogene produit en réponse aux

Iésions de la muqueuse digestive et (iv) mesures de résilience en suivant des caractéres de production.

Les deux caracteres choisis pour le protocole d’infestation expérimentale en station de contréle sont

I’hématocrite et les OPG.

D’une part, I’hématocrite permet de mesurer la capacité de I’animal a maintenir ses constantes

biologiques. Il représente donc un indicateur de la résilience et de bien-étre des individus.

D’autre part, les intensités d’excrétion d’ceufs sont le caractére le plus classiquement utilisé pour
mesurer la résistance aux nématodes gastro-intestinaux (Bishop, 2012). Ils sont généralement bien
corrélés au nombre de vers adultes présents dans 1’hote. Roberts et Swan (1981) rapporte une
corrélation de 0,83 entre les OPG et le nombre de vers adultes pour H. contortus. Les OPG
représentent donc un bon indicateur, bien qu’indirect, de la charge parasitaire et de la fécondité des
femelles qu’il n’est pas envisageable de mesurer sur les béliers candidats puisqu’elles nécessitent
I’abattage de I’animal.

De plus, ce caractére présente une variabilité interindividuelle importante avec des mesures comprises
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entre 0 et plusieurs dizaines de milliers d’ceufs excrétés dans les feces ainsi qu’une héritabilité
modérée (estimations comprises entre 0,14 et 0,35 rapportées dans 1’é¢tude 1). On peut donc espérer

qu’un progres génétique assez important puisse étre réalisé sur ce caractére.

L’estimation des paramétres génétiques pour les OPG en premiere et deuxiéme infestation a permis de
montrer que les deux mesures d’OPG sont trés fortement corrélés (corrélation génétique de 0,92) et
que la mesure en fin de deuxiéme infestation est plus fortement héritable (héritabilités de 0,14 et 0,35
en fin de premiére et de deuxiéme infestation respectivement). On pourrait donc envisager de se
limiter a la mesure a la fin de la deuxiéme infestation pour limiter le cofit du protocole et la charge de

travail liée a sa réalisation.

2.1.3. Comment diffuser le progrés génétique ?

Plusieurs stratégies sont envisageables pour assurer la diffusion du progrés génétique.

Une premicre possibilité est de réaliser une pré-sélection des béliers en fonction de leur valeur
génétique pour la résistance aux SGI. Cela est déja réalisé en Manech Téte Rousse puisque les béliers
génétiquement sensibles, et donc a priori forts excréteurs, sont écartés d’emblée. Cependant, ces
béliers peuvent présenter un fort potentiel génétique pour les caractéres de production laitiére et étre
intéressants pour progresser sur d’autres caractéres. On peut alors préférer travailler sur I’index de
sélection en calculant un index spécifique a la résistance au parasitisme ou en incluant 1’intensité
d’excrétion d’ceufs dans I’'ISOL. Si la deuxieme option est choisie, de nouvelles pondérations devront
étre attribuées aux caractéres en sélection en fonction des corrélations entre les caractéres qui ont été
calculées dans le cadre de cette thése (Etude 2), du poids économique de chaque caractére et du

progrés génétique que I’organisme de sélection souhaite réaliser.

La solution choisie par I’OS Manech Téte Rousse sera vraisemblablement a terme une combinaison de
ces deux possibilités avec une élimination des béliers extrémement sensibles quel que soit leur
potentiel génétique de production laitiére a I’entrée en station et la mise en place d’une sélection

polygénique classique avec I’inclusion de la résistance aux SGI dans I’ISOL.

Il pourrait aussi étre envisagé d’utiliser les béliers les plus résistants génétiquement quel que soit leur
potentiel génétique pour la production laitiere dans les ¢levages identifiés au préalable comme
présentant un caractere d’urgence en termes de résistance aux anthelminthiques. Ces béliers pourraient
étre diffusés par IA orientées pour une meilleure gestion de la résistance aux SGI. Cela permettrait

d’apporter une réponse rapide et de réduire la pression de sélection exercée par I’usage massif des
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anthelminthiques sur les populations de parasite. La sélection classique permettrait en paralléle

d’améliorer I’ensemble de la population sur un temps plus long.

2.2. Opportunités dans les autres races laitieres et les races

allaitantes

L’universalité d’une variabilité intra race sous déterminisme génétique est bien établie (Bishop
and Morris, 2007). La sélection génétique pour la résistance au parasitisme est donc possible pour
d’autres races que la Manech Téte Rousse. D’autres races francaises souhaitent d’ailleurs inclure la
résistance aux SGI dans leurs objectifs de sélection et se sont engagées dans le phénotypage de leurs
béliers candidats a la sélection grace au protocole d’infestation expérimentale. C’est notamment le cas
de la Basco-Béarnaise en races laitiéres et des races Blanche du Massif Central, Romane, Charmoise,

Rouge de I’Ouest et Causse du lot en races allaitantes.

Nous avons montré que les corrélations génétiques estimées entre la résistance au parasitisme et les
caracteres de production laitiére étaient défavorables (Etude 2). Il est donc important de prendre en
compte la résistance au parasitisme dans la sélection afin d’éviter que la résistance aux SGI ne se
dégrade. Les valeurs de ces corrélations sont généralement faibles donc cette sélection peut se faire
sans effet détériorateur majeur sur les caractéres déja en sélection. Il faudra néanmoins estimer ces
corrélations afin de conseiller au mieux les éleveurs et les organismes de sélection sur la pondération a

attribuer a chaque caractere.

Enfin, une réflexion devra étre menée sur l'utilisation des béliers. L’IA permet de diffuser plus
rapidement le progrés génétique que la monte naturelle tout en limitant les risques d’augmentation de
la consanguinité. Il est probable que des stratégies de diffusion différentes soient mise en place en

fonction de la place de I’IA et de la monte naturelle dans les schémas de sélection.
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3. Quel réle pour la sélection génétique dans la gestion intégrée du

parasitisme gastro-intestinal ?

Le développement de résistances aux anthelminthiques chez les principales especes de SGI dans toutes
les régions d’¢élevage ovin du monde a conduit a la nécessité de mettre en place de nouveaux modes de
gestion du parasitisme. Cela s’accompagne aussi d’un changement d’objectif: on va chercher a
trouver un équilibre entre hotes et parasites plutdt qu’a éliminer totalement ces derniers (Hoste et al.,
2010). Nous verrons dans cette partie quelle place la sélection pour la résistance peut occuper dans la

gestion intégrée du parasitisme puis comment 1’associer a d’autres stratégies de controle.

3.1. Intéréts de la sélection pour la résistance dans la gestion

intégrée du parasitisme gastro-intestinal

La sélection pour la résistance aux nématodes gastro-intestinaux présente un double avantage
puisqu’elle permet de réduire la sensibilit¢ des individus aux infestations par les SGI ainsi que

I’exposition des animaux a ces parasites (Bisset al., 1997).

En éliminant des troupeaux les animaux qui sont les plus forts excréteurs d’ceufs de parasites au
paturage et en améliorant la résistance des populations ovines, on peut s’attendre a une baisse
importante de la contamination des patures et donc du challenge parasitaire auquel sont confrontés les
animaux. Ceci devrait permettre une réduction de la fréquence des traitements. On peut donc espérer
d’une part des économies pour 1’éleveur sur I’achat des traitements anthelminthiques et sur la charge
de travail nécessaire au suivi du troupeau et a I’administration des traitements. D’autre part, la mise en
place de la sélection devrait conduire a une réduction de la pression de sélection exercée sur les
populations de nématodes gastro-intestinaux par 1’usage massif des traitements et donc contribuer a

préserver 1’efficacité des molécules disponibles.

De plus, la sélection génétique pour une meilleure résistance de 1’hdote aux SGI présente un avantage
majeur par rapport aux autres stratégies de contrdle : elle ne demande pas de travail supplémentaire a
I’¢éleveur. La gestion des infestations par les SGI serait en partie prise en charge collectivement dans le
cadre du schéma de sélection et ne serait plus uniquement a la charge de 1’¢leveur. Cet aspect peut étre
particuliérement intéressant dans les bassins de production ovine ou les troupeaux peuvent se croiser.

C’est par exemple le cas sur la chaine pyrénéenne ou il est courant que les troupeaux paturent des
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terrains communaux ou se croisent en estives. En effet, dans ce contexte les risques de contamination
et de transmission de SGI résistants aux anthelminthiques entre troupeaux sont élevés (Cazajous et al.,
2018). Une amélioration globale de la résistance aux SGI des troupeaux et une gestion des infestations

par les SGI moins dépendante des traitements anthelminthiques permettrait de limiter ces risques.

3.2. Limites potentielles de Ila sélection génétique pour Ia

résistance aux strongles gastro-intestinaux

3.2.1. Un impact sur la résistance aux autres agents pathogénes ?

Les travaux menés dans cette thése se sont concentrés sur la résistance aux strongles gastro-

intestinaux. Or en ¢élevage les animaux sont exposés a de nombreux autres agents pathogenes.

Face a un agent pathogene, les hotes peuvent faire appel a plusieurs voies de la réponse immunitaire.
Ainsi, la réponse immunitaire mise en place en réponse a une infestation par des SGI est de type Th2
alors que la réponse a une infection par des bactéries ou des virus est de type Thl (Lacroux, 2006). On
peut alors se demander si I’amélioration de la résistance aux SGI ne risque pas de favoriser 1’'un des
types de réponse et conduire a une sensibilité plus élevée des animaux a d’autres agents pathogenes.
Nous avons pu montrer qu’il existe un lien génétique défavorable entre résistance aux SGI et aux
mammites (Etude 2). Ce type d’investigation pourrait étre réalisé¢ pour d’autres pathologies. Il pourrait
également étre envisagé d’évaluer la résistance a divers agents pathogenes des animaux issus des

lignées divergentes.

3.2.2. Un risque de contournement de la résistance génétique par

les strongles ?

Une autre limite potentielle est le risque de contournement de la résistance génétique de 1’hote
par les parasites. Les strongles nématodes gastro-intestinaux présentent une fréquence de mutation
rapide (Kemper et al., 2009). On pourrait donc craindre qu’ils ne s’adaptent a la résistance des

moutons comme ils ont su s’adapter aux traitements anthelminthiques.

Cependant, les nombreuses études portant sur le déterminisme génétique de la résistance n’ont pu

mettre en évidence aucun gene a effet majeur. Le déterminisme génétique de la résistance serait donc
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polygénique, c’est-a-dire que de nombreux génes ayant chacun un effet faible seraient impliqués dans
la résistance aux parasites. C’est aussi ce qui a été mis en évidence chez la race Manech Téte Rousse
au cours de cette these (Etude 3). Il sera donc bien plus difficile pour les parasites de contourner la
résistance génétique que si elle ne reposait que sur un petit nombre de geénes. En effet il est peu

probable que les nématodes réussissent a s’adapter aux différents mécanismes de résistance mis en jeu.

Des études menées sur le sujet viennent confirmer ce raisonnement. Le risque de contournement a fait
I’objet de plusieurs publications mais aucune n’a pu mettre en évidence une adaptation des especes H.
contortus et T. colubriformis a des ovins sélectionnés pour la résistance.

Kemper et al. (2009) ont rapporté que, suite au passage de 30 générations de nématodes des espéces H.
contortus et T. colubriformis au sein d’hote sélectionnés pour leur résistance ou leur sensibilité a H.
contortus, aucune adaptation des parasites au génotype de I’hote n’a pu €tre mise en évidence. Des
résultats similaires ont été obtenus en race Martinik Black Belly (Saulai et al., 2001). Cela a également

été validé par des approches de modélisation (Kemper et al. 2010).

En outre, 1’objectif de la sélection pour la résistance devra étre d’atteindre un équilibre entre hotes et
parasites. Cela signifie que 1’on va chercher a maintenir la population parasitaire sous un certain seuil
mais sans chercher a I’¢liminer totalement. De plus, la sélection génétique ne sera pas I’unique levier
pour le controle des nématodes gastro-intestinaux mais sera utilisée en complément d’autres stratégies
de lutte. Cela devrait permettre de limiter la pression de sélection exercée sur la population parasitaire

et donc limiter le risque de contournement.

Pour conclure, I’ensemble de ces éléments permet de penser que la sélection des ovins pour la

résistance aux nématodes sera une stratégie de lutte durable a moyen et long terme.

3.3. Comment combiner les différentes stratégies ?

Plusieurs stratégies peuvent étre associées a un usage raisonné des anthelminthiques pour
assurer un controle durable des infestations parasitaires chez les ovins. On compte parmi les stratégies
les plus prometteuses la sélection génétique et 1’utilisation de plantes a tanins. La gestion du paturage
permet également de maitriser I’exposition des animaux aux parasites. Elle peut étre cependant
difficile a mettre en place en élevage lorsque les surfaces herbageres sont limitées, comme cela peut

étre le cas sur la chaine pyrénéenne.

Des travaux complémentaires devront étre menés afin de tester différentes combinaisons et de mesurer

les effets qui peuvent étre attendus de 1’'usage combiné de ces stratégies.
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Des approches de modélisation peuvent permettre de tester un grand nombre d’options. On pourra
pour cela s’appuyer sur nos résultats permettant d’appréhender I’évolution de H. contortus chez les
hotes sensibles et résistants (Etude 4), sur les cas-types réalisés par I’Institut de 1’¢levage qui décrivent
les systemes de production (taille des exploitations, ateliers de production, conduite des troupeaux,
systéme fourrager etc...) et sur les résultats d’une enquéte menée dans les Pyrénées-Atlantiques aupres
des ¢éleveurs pour mieux connaitre les pratiques en matiére de gestion du parasitisme. Un modele
faisant appel a ces informations est en cours de développement au sein de I’équipe GesPR de I'INRA
de Toulouse (Saccareau et al., 2016). Les données collectées dans le cadre de mes travaux (Etude 4)

permettront d’améliorer la modélisation du cycle de vie du parasite H. contortus au sein de 1’hote.

A terme, il sera possible de modéliser des situations les plus proches possibles de celles existantes en
ferme. Des propositions de stratégies de contréle adaptées aux modes de production pourront ainsi étre
faites aux éleveurs. Ces approches permettront également de quantifier les bénéfices qui peuvent étre

attendus de la sélection et de la combinaison de la sélection et d’autres stratégies de sélection.

Des études en ferme seront également menées, notamment dans le cadre du projet Nouvelle-Aquitaine
« Paralut ». Ce projet a pour objectif de tester conjointement 1’utilisation d’aliments riches en tanins et
la sélection pour la résistance génétique comme méthodes de controle des SGI afin de limiter le
recours aux anthelminthiques. Des mesures seront collectées sur le terrain afin d’évaluer les effets de
la sélection génétique, de I’ajout de concentrés riches en tanins condensés dans la ration et de la

combinaison de ces deux stratégies.
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Conclusion

Les cas de résistance aux anthelminthiques sont de plus en plus importants en termes de
prévalence et de répartition géographique. La sélection génétique est ['un des leviers qui permettront

une gestion plus durable des infestations gastro-intestinales chez les ruminants a I’avenir.

\

Le choix stratégique de réaliser la sélection a partir des performances propres en infestation
expérimentale des béliers candidats a la sélection mesurées en station de contrdle a été fait afin de

profiter de I’organisation collective des schémas de sélection.

Mes travaux de thése avaient un double objectif : (i) évaluer la faisabilité de la sélection génétique
sur la base des performances des béliers candidats au protocole d’infestation expérimentale et (ii)
évaluer les impacts que la sélection pourrait avoir a long terme sur les fonctions biologiques d’intérét

en élevage afin de conseiller au mieux les ¢leveurs et les organismes de sélection.

Dans un premier temps, nous avons démontré I’efficacit¢ de la sélection. Des corrélations
génétiques comprises entre 0.56 et 0.71 ont été estimées entre les caracteres de résistance mesurés
chez les béliers et chez leurs descendantes en ferme. Cela nous a permis de valider I’efficacité du
protocole d’infestation expérimentale utilisé en station de contrdle afin d’évaluer les béliers candidats
a la sélection pour améliorer la résistance au parasitisme des troupeaux en conditions d’infestation
naturelle. De plus, les deux mesures d’excrétion d’ceufs (OPG) réalisées au cours du protocole
d’infestation expérimentale étant trés fortement corrélées et I’héritabilité des OPG en fin de deuxieme
infestation étant plus élevée que celle des OPG en fin de premiére infestation, il peut étre envisagé de
se limiter a la mesure des OPG en fin de deuxiéme infestation. Cela permettrait de réduire la lourdeur

du protocole et les cotlits du phénotypage.

Nous avons ensuite étudié les liens entre les caractéres de résistance au parasitisme et les
caractéres de production laitiere. Des corrélations génétiques défavorables mais faibles ont été
estimées entre ces caractéres. Cela souligne I’importance d’inclure la résistance aux nématodes gastro-
intestinaux dans la sélection des petits ruminants afin que ces corrélations ne se dégradent pas

davantage.

Une détection de QTL a confirmé le caractére polygénique de la résistance aux nématodes gastro-

intestinaux. Nous n’avons pas détecté de régions communes au déterminisme de la résistance aux
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nématodes gastro-intestinaux et des caractéres laitiers, a I’exception d’une région qui pourrait étre

impliquée dans le déterminisme de la résistance et de la composition du lait en matieres grasses.

Enfin, I’étude des impacts sur le long terme de la sélection pour la résistance aux nématodes
gastro-intestinaux a permis de montrer qu’une trés forte réduction d’excrétion d’ceufs dans la pature
peut étre réalisée grace a la sélection génétique. On peut donc s’attendre a ce que la mise en ceuvre de
cette sélection permette de diminuer significativement le niveau de contamination des patures et donc
I’exposition des animaux aux parasites gastro-intestinaux.

De plus, les résultats obtenus lors de cette étude semblent indiquer un cofit énergétique de la réponse
immunitaire plus important chez les animaux de la lignée résistante que chez les animaux de la lignée
sensible. Néanmoins nos observations ont ét¢ réalisées au cours des cing premiéres semaines suivant
I’infestation seulement. De nouvelles investigations devront étre menées afin d’étudier le cout de la
réponse a une infestation sur un temps plus long apres infestation. Enfin, cette étude s’est concentrée
sur des animaux en croissance. Il sera nécessaire d’étudier ces compromis a d’autres stades

physiologiques.
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SOPHIE AGUERRE - RESISTANCE GENETIQUE AUX STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX CHEZ LES OVINS :
EVALUATION DES STRATEGIES DE SELECTION ET DE LEUR IMPACT A L’ECHELLE DE L’ELEVAGE

Résumé : Les nématodes gastro-intestinaux constituent une contrainte majeure pour la santé des ruminants élevés au
paturage et sont a I’origine d’importantes pertes de production. Le recours systématique aux anthelminthiques est remis en
question depuis plusieurs années du fait du développement de résistance a ces molécules chez les parasites, de leur impact sur
I’environnement et des attentes de la société envers les filieres d’élevage. Un effort de recherche important est fourni pour
trouver des stratégies qui, associées a un usage raisonné des anthelminthiques, permettraient un controle durable des
nématodes gastro-intestinaux. La sélection génétique d’animaux plus résistants fait partie des plus prometteuses. Cette thése
vise a étudier la mise en ceuvre de cette sélection et a évaluer les impacts qu’elle pourrait avoir sur les autres caractéres en
sélection et sur les différentes fonctions biologiques de I’animal (croissance, production, reproduction). Un protocole
d’infestation expérimentale a ét¢ mis au point afin d’évaluer les capacités de résistance des animaux au nématode
hématophage Haemonchus contortus grace a la mesure du nombre d’ceufs de parasite excrétés dans les féces et de
I’hématocrite. Les paramétres génétiques de ces caractéres de résistance montrent que la résistance est héritable et qu’une trés
bonne corrélation existe entre des béliers infestés expérimentalement et des brebis infestées au paturage en race laitiere
Manech Téte Rousse. Ces résultats ont permis de valider I’efficacité de ’utilisation de protocoles d’infestation expérimentale
dans les schémas de sélection pour prédire la résistance au parasitisme en conditions d’infestations naturelles. La recherche
de régions du génome impliquées dans la résistance aux nématodes gastro-intestinaux a permis de conclure a un
déterminisme polygénique de ce caracteére. Une sélection concomitante pour les caractéres laitiers et un faible nombre d’ceufs
excrétés dans les féces est conseillée a ’avenir. Elle est réalisable puisque des corrélations génétiques certes défavorables
mais faibles ont été estimées entre le nombre d’ceufs excrétés dans les feces et les caractéres de production laitiere. Enfin,
I’étude de lignées divergentes sélectionnées en race Romane pour une résistance ou une sensibilité¢ accrue a H. contortus a
permis d’évaluer les effets a long terme de la sélection. L’efficacité de la sélection a pu étre démontrée chez de jeunes
femelles en croissance. Les résultats montrent que cette sélection pourrait étre associée chez les animaux résistants a un cotit
énergétique plus élevé de la réponse immunitaire dans les premiéres semaines suivant ’infestation. Ce colit énergétique doit
encore étre estimé a un moment plus tardif par rapport a I’infestation et a d’autres stades physiologiques de 1’animal. En
conclusion, une sélection pour la résistance au parasitisme efficace peut étre mise en place mais des études complémentaires
doivent étre menées afin d’estimer ses impacts sur le long terme.

Mots clés : ovins, sélection génétique, parasitisme gastro-intestinal, production, lignées divergentes

Summary: Gastrointestinal nematodes are a major constraint on the health of grazing ruminants and cause significant
production losses. The systematic use of anthelmintics has been questioned for several years due to the development of
parasite resistance to these molecules, their impact on the environment and consumer concerns about livestock industry. A
major research effort is being made to find strategies that, combined with a rational use of anthelmintics, would allow
sustainable control of gastrointestinal nematodes. The genetic selection of more resistant animals is one of the most
promising. This thesis aims to study the implementation of this selection and to evaluate the impacts it could have on the
other traits under selection and on the different biological functions of the animal (growth, production, reproduction). An
experimental infestation protocol has been developed to evaluate the resistance capacities of animals to the hematophagus
nematode Haemonchus contortus by measuring the number of parasite eggs excreted in the faeces and the hematocrit. The
genetic parameters of these parasite resistance traits show that resistance is heritable and that a very good correlation exists
between experimentally infested rams and ewes infested on pasture in the Blond-faced Manech dairy breed. These results
validated the effectiveness of the use of experimental infestation protocols in selection schemes to predict parasite resistance
in natural conditions of infestation. The search for genome regions involved in resistance to gastrointestinal nematodes has
revealed a polygenic determinism of this trait. Concomitant selection for milk production traits and low fecal egg counts is
recommended in the future. It is feasible since low, although unfavourable, genetic correlations have been estimated between
the number of eggs excreted in facces and milk production traits. Finally, the long-term effects of the selection were
evaluated in a study involving divergent lines selected in Romane breed for increased resistance or sensitivity to H. contortus.
The effectiveness of the selection has been demonstrated in young growing females. The results showed that this selection
could be associated with a higher energy cost of the immune response in resistant animals during the first weeks after
infestation. But we have to evaluate this energy cost at a later time post infestation and for different physiological status of
the animal. In conclusion, a selection for effective parasite resistance can be put in place but additional studies must be
carried out in order to estimate its long-term impacts.

Keywords: sheep, genetic selection, gastrointestinal parasitism, production, divergent lines
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