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Résumé

Intérêt d’une approche multicritère pour la caractérisation et la typologie de
la santé chez la vache laitière

En réponse à la demande croissante en produits laitiers, les programmes de sé-
lection génétique se sont principalement attachés à l’amélioration des caractères
de production, qui sont corrélés négativement à divers caractères fonctionnels. En
conséquence, la sélection génétique s’est accompagnée d’une détérioration de la
santé des vaches laitières, en particulier de la santé mammaire. Bien que l’intégration
récente de caractères fonctionnels en sélection ait permis une certaine amélioration,
la prise en compte de la compétence immunitaire serait un atout pour une améliora-
tion plus englobante de la santé. Une telle démarche représente une opportunité
pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents.

Cette thèse s’inscrit dans ce cadre en proposant une investigation de la diversité
de la réponse immunitaire des vaches laitières en lien avec leur parcours de vie,
leurs performances et leur fond génétique. À cette fin, une méthode de criblage
de la réponse immunitaire a été développée. Elle repose sur le dosage simultané
par multiplexage de quinze cytokines impliquées dans les voies innée et adaptative
de la réponse immunitaire après stimulation ex vivo d’échantillons de sang total.
Les agents de stimulation comprenaient trois agents responsables de mammites
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Streptococcus uberis) et trois ligands des
récepteurs Toll-like (LPS, FSL-1 et Gardiquimod). Ce protocole a été appliqué trois
mois environ après le vêlage chez 107 vaches issues d’une sélection divergente sur
la résistance aux mammites.

Dans une première étude, nous montrons que chaque stimulus bactérien induit un
profil de sécrétion caractéristique, et que seulement trois cytokines (IFN-γ, IL-1β et
TNF-α) sont suffisantes pour discriminer les différents stimuli étudiés entre eux. Les
résultats indiquent par ailleurs des similitudes, sans superposition totale, entre les
réponses aux stimuli bactériens et aux ligands des récepteurs Toll-like auxquels ils
sont classiquement associés.

Dans une seconde étude, nous nous sommes intéressés aux liens potentiels entre
différents index génétiques et indicateurs physiologiques, et la variabilité inter-
individuelle de la réponse cytokinique au LPS. Ces investigations ont ensuite été
étendues aux réponses associées à l’ensemble des six stimuli utilisés. Les résultats
suggèrent l’existence d’un phénomène d’immunosénescence précoce observable dès
la deuxième lactation. Le niveau inflammatoire basal et différents indicateurs du
déficit énergétique en début de lactation sont corrélés ce qui soutient l’existence
d’un lien entre métabolisme énergétique et régulation de la réponse immunitaire.
La corrélation négative entre l’index génétique pour les cellules somatiques et le
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niveau de réponse immune, observée pour plusieurs stimuli, milite en faveur d’une
investigation approfondie des déterminismes génétiques et des mécanismes physio-
pathologiques liant la sélection génétique pour la résistance aux mammites et la
réponse immunitaire. Une analyse de la typologie de la réponse immunitaire montre
des corrélations fortes entre intensité de la réponse, d’une part, aux trois stimuli
bactériens et, d’autre part, aux trois ligands des récepteurs Toll-like. Ces résultats
suggèrent que la compétence immunitaire, à l’échelle d’une vache, est similaire, sans
être totalement identique, pour les différents stimuli étudiés malgré leurs natures
assez diverses. Enfin, l’analyse de la variabilité interindividuelle de la réponse immu-
nitaire a conduit, pour certains stimuli, à l’identification de groupes de vaches de
faible effectif présentant des réponses de très forte intensité. Ces résultats méritent
des investigations complémentaires afin d’identifier les déterminants génétiques et
physiopathologiques de ces différences, et des liens avec une éventuelle expression
clinique.

Finalement, nos travaux ont permis le développement d’une méthode d’évaluation
de la compétence immunitaire performante et simple à mettre en œuvre. Les mé-
thodes d’analyse employées et les résultats obtenus représentent un premier pas vers
le développement de biomarqueurs de l’immunocompétence des bovins. Néanmoins,
l’analyse de ce type de données complexes représente un réel défi nécessitant des
développements méthodologiques avant que des interventions ciblées ou que de
nouvelles stratégies de sélection génétique fondées sur ces indicateurs permettent
d’améliorer la durabilité et la rentabilité des exploitations laitières bovines.
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Abstract

Evaluation of a multicriteria approach for the characterization and typology
of health in dairy cows

In response to the growing demand for bovine-origin dairy products, genetic
selection programs have primarily focused on improving production traits. As these
traits are negatively correlated with various functional traits, genetic selection has
been accompanied by a deterioration in the health of dairy cows, particularly udder
health. While the recent integration of functional traits into selection programs has
allowed for some improvements, considering immune competence would be an asset
for an overall health improvement. Such an approach is an opportunity for a better
understanding of the underlying mechanisms.

This thesis fits into this framework by proposing an investigation into the diversity
of the immune response of dairy cows in relation to their life path, performances,
and genetic background. For this purpose, a screening method for the immune
response has been developed. It consists in simultaneously measuring fifteen cyto-
kines involved in the innate and adaptive pathways of the immune response after
ex vivo whole blood stimulation assays. Stimulation agents included three mastitis
agents (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Streptococcus uberis) and three
Toll-like receptor ligands (LPS, FSL-1, or Gardiquimod). This protocol was applied
approximately three months after calving to 107 cows from a divergent selection for
mastitis resistance.

In a first study, we show that each bacterial stimulus induces a specific cyto-
kine signature, and only three cytokines (IFN-γ, IL-1β, and TNF-α) are sufficient to
discriminate between the different stimuli studied. The results also indicate similari-
ties, without complete overlap, between responses to bacterial stimuli and Toll-like
receptor ligands they are classically associated with.

In a second study, we investigated potential links between different breeding
values, physiological indicators, and the inter-individual variability of cytokine res-
ponse to LPS. These investigations were then extended to responses associated with
all six stimuli used. The results suggest the existence of an early immunosenescence
phenomenon observable from the second lactation. Basal inflammatory levels and
various indicators of energy deficit at the beginning of lactation were correlated,
supporting a link between energy metabolism and immune response regulation.
The negative correlation between the breeding values for somatic cells and the
level of immune response, observed for several stimuli, advocates for an in-depth
investigation of genetic determinants and pathophysiological mechanisms linking
genetic selection for mastitis resistance and immune response. An analysis of the
typology of immune response shows strong correlations between the intensity of
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response, on one hand, to the three bacterial stimuli and, on the other hand, to the
three Toll-like receptor ligands. These results suggest that immune competence, on
a cow scale, is similar, though not entirely identical, for the different stimuli studied,
even though they are of quite diverse natures. Finally, the analysis of inter-individual
variability in immune response has led, for some stimuli, to the identification of
small groups of cows with very intense responses. These results warrant further
investigation to identify the genetic and pathophysiological determinants of these
differences and their links to possible clinical expression.

Finally, our work has led to the development of an effective method for evaluating
immune competence that is simple to implement. The analysis methods employed
and the results obtained represent a first step toward the development of biomar-
kers for bovine immunocompetence. However, the analysis of such complex data
represents a real challenge requiring methodological developments before targe-
ted interventions or new genetic selection strategies based on these indicators can
improve the sustainability and profitability of bovine dairy farms.
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Introduction générale
1

1.1 Contexte et enjeux de la filière laitière bovine

1.1.1 Enjeux sociaux et économiques
Selon le rapport World population prospects 2019 des Nations Unies (1), la popu-

lation mondiale devrait atteindre 9,7 milliards d'individus en 2050, soit un quart

de plus qu'en 2020. Nourrir une telle population représente un défi majeur pour

l'agriculture moderne. Avec des productions annuelles respectives de 337 et 887

millions de tonnes, la viande et le lait constituent une part non négligeable de

l'alimentation humaine (2). D'un point de vue nutritionnel, les denrées alimentaires

d'origine animale représentent 39% des apports protéiques (2). Bien que les pro-

téines d'origine animale soient minoritaires face à celles d'origine végétale, leur part

dans l'alimentation humaine est celle qui a le plus fortement augmenté entre 2000 et

2018 (+22% contre +8% (2)). En particulier, la production laitière bovine a connu

une croissance significative entre 2000 et 2020 (489 contre 742 millions de tonnes

soit une hausse de 53%)(3). Paradoxalement, le niveau d'insécurité alimentaire

mondial a augmenté entre 2014 et 2021 (21,8% et 28,1% respectivement (2))

potentiellement en raison d'une augmentation des cours internationaux des produits

alimentaires (2). Ainsi, bien avant d'être un enjeu de demain, répondre à la demande

mondiale en denrées alimentaires d'origine animale est un enjeu bien actuel.

En Europe, le nombre d'élevages laitiers a fortement diminué au cours des der-

nières décennies (Annexe A). Cependant, cette baisse a été compensée par une

augmentation de la taille des troupeaux et une augmentation de la productivité des

animaux. En parallèle, la main d'œuvre est restée à un niveau constant et cela s'est

traduit par une charge de travail croissante par Unité de Travail Annuel (UTA), par-
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tiellement compensée par des investissements dans du matériel agricole (Annexe A).

Ainsi, la hausse de la production laitière par élevage pour un nombre de travailleurs

constant a permis une amélioration des revenus malgré la volatilité du prix du lait

(Annexe A). Cependant, l'impact de ces différents changements sur la qualité de vie

des éleveurs laitiers est multiple. Différentes études ont montré que les indicateurs

de la qualité de vie les plus importants pour les éleveurs sont la santé, un travail

qui a du sens, la situation familiale, l'éducation, le temps libre, les revenus et les

conditions de logement. La santé et les revenus semblent être les indicateurs pour

lesquels les éleveurs sont le moins satisfaits. De plus, l'amélioration des revenus est

généralement associée à une augmentation de la charge de travail. Celle-ci réduit la

flexibilité du temps de travail et augmente la charge mentale, directement liée à la

santé mentale (4). Les systèmes de traite automatisée sont, dans certains cas, une

bonne option pour pallier ce problème.

1.1.2 Enjeux environnementaux
Dans son sixième rapport d'évaluation (5), le groupe d'experts intergouvernemen-

tal sur l'évolution du climat (GIEC) confirme l'origine anthropique du changement

climatique, déjà mise en évidence dans son cinquième rapport en 2014 (6). Les

émissions de gaz à effet de serre (dont les principaux sont le dioxyde de carbone, le

méthane et l'oxyde nitreux) sont, d'après les estimations, responsables à plus de 50%

de ce changement (5). La concentration en méthane atmosphérique a connu une

hausse rapide entre 2014 et 2017 (environ 1820 et 1850 parties par million (ppm)

respectivement) imputable aux secteurs des énergies fossiles et de l'élevage (7), en

particulier celui des ruminants du fait de leurs fermentations entériques (39% des

émissions liées à l'agriculture en 2019)(8). L'élevage de ruminants sera donc très

certainement contraint d'adopter de nouvelles stratégies afin de réduire sa contribu-

tion au réchauffement climatique. L'impact environnemental de l'élevage va au-delà

du changement climatique. En effet, l'élevage est une cause, directe et indirecte,

de l'érosion de la biodiversité. En plus du changement climatique, l'Evaluation des

écosystèmes pour le millénaire (9) a identifié quatre causes majeures du déclin de la
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biodiversité : le changement d'usage des habitats, la pollution, la surexploitation des

ressources biologiques et les espèces exotiques envahissantes. L'élevage a une action

sur chacune de ces causes. De plus, une étude exploitant les données produites

par l'Union internationale pour la conservation de la nature (IUCN), l'Organisation

mondiale de la santé animale (OMSA) et le Global Infectious Disease and Epide-

miology Network (GIDEON) a démontré l'existence d'une corrélation positive entre

la taille du cheptel bovin mondial et le nombre d'espèces sauvages menacées (10).

Cette étude met également en évidence un lien entre l'accroissement du nombre de

bovins et l'augmentation du nombre d'épidémies non seulement humaines, mais

aussi animales. Bien que les méthodes employées dans cette étude soient fortement

remises en cause et ses résultats sujets à caution, l'élevage pose question sur le

plan environnemental, mais également en matière de santé publique humaine et

vétérinaire.

1.1.3 Enjeux sanitaires
Parmi les 1300 espèces d'agents pathogènes répertoriées chez les bovins (chiffre

calculé à partir de la base de données ENHanCEd Infectious Diseases (EID2) (11)),

45 (soit 3,5%) sont zoonotiques (12). Ces agents peuvent être transmissibles à

l'homme par voie directe ou indirecte, ou bien porter atteinte à la sécurité sanitaire

des aliments. Dans un souci d'harmonisation de la gestion des maladies animales à

l'échelle européenne, la Loi Santé Animale (LSA), entrée en application le 21 avril

2021, définit une nouvelle classification des maladies. Celle-ci concerne certaines

zoonoses mais aussi les maladies pouvant mettre à mal les capacités de production

d'une filière. Sur les soixante-trois maladies classées, dix-neuf concernent les bovins.

L'antibiorésistance est également un sujet de préoccupation en santé publique.

En effet, l'intensification de l'élevage s'est accompagnée d'une hausse des troubles

sanitaires et du recours aux antibiotiques (13). Ce dernier a favorisé l'apparition

d'antibiorésistances chez les animaux de production (14) dont le risque de passage à

l'homme n'est pas nul (15,16), notamment par le biais de la chaîne alimentaire. Ce

risque est à l'origine des politiques publiques visant à réduire l'usage des antibiotiques

1.1 Contexte et enjeux de la filière laitière bovine 3



en médecine vétérinaire telles que le plan d'action pour combattre les menaces

croissantes de la résistance aux antimicrobiens à l'échelle européenne et le plan

EcoAntibio à l'échelle française.

En lien avec la santé, les attentes concernant la condition animale sont de plus en

plus prégnantes, au moins dans les sociétés occidentales. D'après une enquête (17),

les questions relatives au bien-être animal préoccupent davantage les jeunes adultes

français que l'impact environnemental et les crises sanitaires liées à l'élevage.

L'Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du

travail (ANSES) définit le bien-être animal comme « l'état mental et physique positif

lié à la satisfaction de ses besoins physiologiques et comportementaux, ainsi que

ses attentes » (18). Bien que l'élevage bovin soit moins controversé que l'élevage de

monogastriques, certaines pratiques ou troubles potentiellement algogènes tels que

l'écornage, les boiteries et les mammites sont vivement critiqués (17). De même,

les systèmes de production peu durables (importante consommation d'intrants) ou

empêchant les animaux d'exprimer leurs comportements naturels (densité animale

élevée, confinement des animaux ...) sont pointés du doigt (17). Finalement, ces

controverses sont, en partie, le corollaire des changements structurels et fonctionnels

de l'élevage, et des contraintes économiques inhérentes au secteur laitier.

Afin de répondre à la demande croissante de produits laitiers, les systèmes de

production se sont intensifiés. Comme tout caractère phénotypique, la production

laitière résulte des effets additifs de déterminants génétiques et environnementaux,

et de leurs interactions (19). L'intensification de la production laitière s'est donc

attachée à maîtriser ces différents déterminants. La sélection génétique en est la

pierre angulaire (20).
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1.2 Amélioration des performances de production :

effets de la sélection génétique

1.2.1 Évolution des objectifs de sélection chez les vaches

laitières
Motivée par la demande croissante en produits laitiers, la sélection génétique

des vaches laitières a connu une évolution significative au fil des années. Initiale-

ment, elle s'est concentrée sur des caractéristiques telles que la conformation et

l'aptitude au travail, caractères fondamentaux lorsque les bovins étaient utilisés

pour la traction (21). Cependant, lorsque l'industrie laitière s'est organisée et que la

production laitière est devenue l'objectif premier pour certaines races, les objectifs de

sélection se sont focalisés sur les caractères de production laitière et de composition

du lait (20).

Les premiers efforts de sélection visaient à identifier les vaches ayant des capacités

de production laitière supérieures sur la base d'évaluations visuelles de caractéris-

tiques physiques telles que la conformation de la mamelle. Toutefois, cette approche

en grande partie subjective manquait de précision.

Grâce au progrès des connaissances scientifiques et de la technologie, des mesures

objectives et des approches fondées sur les données ont été adoptées (20). La mise

en place d'organismes de contrôle des performances tels que le contrôle laitier et la

création d'organismes de sélection ont permis de collecter des données précises et

fiables sur les performances des animaux (22). Ainsi, la sélection des vaches laitières

a pu s'appuyer sur des données objectives.

Les stratégies de sélection ont d'abord donné la priorité à la production lai-

tière (20). Ensuite, à la demande de l'industrie, la composition du lait, en particulier

sa teneur en matières grasses et en protéines, s'est ajoutée aux critères de sélec-

tion (20).

Ces dernières années, les caractères pris en compte pour la sélection se sont

étendus à d'autres caractéristiques en lien avec l'aptitude fonctionnelle des animaux,

1.2 Amélioration des performances de production : effets de la sélection

génétique
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c'est-à-dire leur capacité à maintenir leur niveau de production tout en minimisant

les intrants (23). Ces caractères sont dits « fonctionnels » et présentent, au même

titre que ceux de production, un intérêt économique pour les élevages. Ils sont

principalement liés aux performances de reproduction, à la santé mammaire et à la

longévité (20,24). Cette évolution est le reflet de la prise de conscience de l'impact

significatif des caractères fonctionnels sur la productivité et la rentabilité des vaches

laitières.

Les différents caractères utilisés en sélection génétique étant de nature phénoty-

pique, leur part génétique est évaluée au moyen d'index génétiques.

1.2.2 Index génétiques
Les index génétiques sont un outil essentiel dans les programmes de sélection.

Ces derniers reflètent le potentiel génétique d'un animal pour un caractère donné.

Dans le cadre de l'élevage bovin laitier, ces index sont particulièrement utiles pour

améliorer les caractères de production et les caractères fonctionnels.

Initialement, les index étaient évalués à l'aide de méthodes statistiques combinant

les données généalogiques et phénotypiques. Avec l'essor technologique, le calcul

des index intègre maintenant les données génomiques. La sélection génomique

s'appuie sur l'analyse de milliers de marqueurs génétiques répartis sur l'ensemble

du génome. Cette approche permet de saisir une plus grande part de la variabilité

génétique et permet, ainsi, de prédire les index avec davantage de précision. Cette

avancée a été particulièrement bénéfique pour les caractères faiblement héritables

ou ceux qui s'expriment tardivement (fertilité, longévité, production laitière ...). En

effet, la sélection génomique permet de prédire le potentiel génétique des animaux

bien avant leurs premiers contrôles de performance. Le single-step Genomic Best

Linear Unbiased Prediction (ssGBLUP) est actuellement la méthode de référence pour

l'évaluation génomique des index (25,26).

De plus, avec le développement de techniques de phénotypage haut débit (appari-

tion de la phénomique), le nombre de caractères sélectionnables a considérablement

augmenté (24,27). Ceci a permis l'émergence de nouveaux objectifs de sélection :
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santé (fièvre de lait, rétention des enveloppes fœtales, métrite, déplacement de

caillette, cétose, boiterie, mammite), bien-être animal (BEA), productivité, impact

environnemental, qualité et sécurité des produits (20,24).

Les principaux index utilisés en France sont présentés dans l'Annexe B.

Ainsi, les index permettent d'évaluer le potentiel génétique des animaux et

d'accélérer le progrès génétique des troupeaux.

1.2.3 Conséquences de la sélection génétique sur les

caractères fonctionnels
En plus d'une diminution de la diversité génétique et d'une hausse de la consan-

guinité chez les races laitières qui ont fait l'objet d'une sélection active, la sélection

génétique basée sur des caractères de production a induit un déclin des caractères

fonctionnels (28). Ce déclin résulte d'une corrélation génétique défavorable entre les

caractères de production et les caractères fonctionnels (24,29–31). L'une des théories

permettant d'expliquer cette corrélation défavorable est la théorie de l'allocation des

ressources (32). En effet, selon cette théorie, les processus biologiques partageant

une même ressource entrent en compétition lorsque celle-ci devient limitée. Les prin-

cipaux caractères fonctionnels concernés par ce déclin sont les caractères relatifs aux

performances de reproduction, à la santé, à la survie et à la résilience globale (28).

L'augmentation des performances de production est fortement associée à une

diminution des performances de reproduction (33–35). Plus précisément, la sélec-

tion sur les caractères de production est associée à une reprise tardive du cycle

œstral, une expression réduite de l'œstrus et une diminution du taux de réussite à

l'insémination artificielle (IA). Les conséquences de ces défaillances sont multiples :

augmentation de la réforme involontaire, de l'intervalle entre vêlages consécutifs

(IVV), des coûts vétérinaires, réduction de la production laitière et ralentissement du

progrès génétique (36). Malgré l'intégration relativement récente des performances

de reproduction dans les schémas de sélection, les performances des vaches laitières

hautes productrices restent suboptimales (37).

1.2 Amélioration des performances de production : effets de la sélection
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Les vaches hautes productrices sont également davantage sujettes aux troubles

métaboliques, tels que la cétose ou encore la stéatose hépatique. Ces troubles sont

la conséquence de besoins de production pouvant dépasser les apports de la ration

alimentaire (38). La sélection sur les caractères de production sans tenir compte

des risques métaboliques associés peut donc compromettre la santé des vaches et

augmenter l'incidence d'autres maladies.

La corrélation négative entre les caractères de production et les caractères fonction-

nels concerne également la santé mammaire. La hausse de l'incidence des mammites

chez les vaches laitières est en grande partie liée à une baisse de la compétence

immunitaire des animaux face aux agents pathogènes (39). Cette dernière est, entre

autres, la conséquence d'une atteinte des barrières physiques de la mamelle telle

que l'étanchéité des trayons. En effet, en lien avec la sélection d'animaux ayant

une vitesse de traite cohérente avec une production laitière élevée, l'étanchéité des

trayons s'est nettement dégradée (40).

Globalement, la détérioration de la santé est en grande partie due à une hausse

de l'incidence des maladies infectieuses (déclin de la compétence immunitaire (30))

et métaboliques. La hausse de ces incidences induit des pertes économiques dues

à une augmentation de la mortalité, des coûts vétérinaires, de la réforme précoce

et à une diminution de la production laitière (41). L'intégration de la compétence

immunitaire dans les programmes de sélection pourrait donc être une solution

pour réduire la prédisposition aux maladies infectieuses endémiques (métrite et

mammite).

1.2.4 Sélection génétique et compétence immunitaire
La sélection sur un caractère tel que la réponse immunitaire a pour objectif

d'améliorer la résilience des individus. Celle-ci peut être définie comme la capacité

d'un individu à maintenir sa production face à une maladie (42). La résilience est

la résultante de deux composantes : la résistance et la tolérance. Ces deux notions

correspondent respectivement à la capacité d'un hôte à limiter ou éliminer un agent

pathogène et à la capacité d'un hôte à limiter les dommages causés, non seulement,
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par un agent pathogène, mais aussi, par les réponses immunitaire et inflammatoire

elles-mêmes (43).

Cependant, comme évoqué précédemment, la corrélation génétique entre les

caractères de production et ceux de santé est défavorable (31). À titre d'exemple,

la production laitière et l'incidence des mammites ont une corrélation génétique

comprise entre 0,15 et 0,37 (44–46). Ainsi, dans l'espoir d'obtenir des animaux ayant

à la fois un haut potentiel de production et une bonne compétence immunitaire, il est

nécessaire d'intégrer conjointement ces caractères dans les schémas de sélection (47).

L'intégration des caractères de santé peut viser à améliorer la compétence immu-

nitaire à l'égard d'une seule entité pathologique (48). Cependant, une telle approche

peut conduire à une augmentation de la sensibilité à d'autres maladies. Les caractères

de santé sélectionnés concernent donc généralement un éventail de maladies (49).

Par ailleurs, l'existence d'une corrélation négative entre les réponses immunitaires

cellulaire et humorale (50,51) implique de prendre également en compte ces deux

volets de la réponse immunitaire pour ne pas favoriser l'un au détriment de l'autre.

La sélection d'un caractère particulier nécessite que celui-ci soit héritable.

L'héritabilité correspond à la part de variance d'un caractère pouvant être attribuée

à la génétique (52). Pour les compétences immunitaires cellulaire et humorale,

l'héritabilité a été estimée respectivement à 0,19 et 0,16-0,41 (variable selon

l'isotype d'immunoglobuline) chez des vaches de race Prim'Holstein (51). Les

modalités d'évaluation de la compétence immunitaire sont présentées dans la partie

1.4.2.1. Bien qu'elle soit modérée, l'héritabilité de la compétence immunitaire est

similaire à celle de certains caractères de production (53) et peut donc faire l'objet

d'une sélection génétique.

La compétence immunitaire résultant d'un déterminisme polygénique (47),

l'identification de l'ensemble des gènes la gouvernant est difficile. Les index

permettent justement d'évaluer la valeur génétique d'un individu en s'affranchissant

de l'identification de ces gènes (54). Les études d'association pangénomique

(genome-wide association study en anglais) permettent d'associer des marqueurs

génétiques à des caractères phénotypiques d'intérêt. Ce type d'analyse a été mis

en œuvre sur des vaches de race Prim'Holstein et a permis d'identifier différents
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marqueurs, gènes candidats et voies de signalisation associés à la compétence

immunitaire (54). Ces marqueurs sont maintenant utilisés au Canada pour évaluer

l'index génomique relatif à la compétence immunitaire (55).

Comme vu précédemment, la sélection portant sur des caractères de production

a dégradé les caractères fonctionnels relatifs à la santé, en particulier la santé

mammaire. Afin de mieux comprendre les conséquences de cette dégradation, la

partie suivante présentera les principales caractéristiques des mammites ainsi que les

mesures de maîtrise et de prévention associées. Elle présentera également l'ensemble

des notions d'immunologie utiles à la compréhension des travaux conduits dans

cette thèse.

1.3 Détérioration de la santé mammaire : les

mammites

1.3.1 Généralités
1.3.1.1. Définition, contexte et enjeux

La mammite est une inflammation du parenchyme mammaire. On distingue

les mammites cliniques, caractérisées par des modifications visibles ou palpables

de la glande mammaire (induration, tuméfaction, œdème, chaleur ...) et/ou du

lait (décoloration, présence de grumeaux, de sang ...), et les mammites subcli-

niques, caractérisées par une inflammation mesurable, mais en absence de signes

cliniques (56).

Du fait de leur répartition mondiale (57) et de leurs conséquences négatives sur

la production et la qualité du lait, les mammites font partie des maladies les plus

communes et les plus coûteuses en élevage bovin laitier. Elles sont majoritairement

causées par des bactéries.

Les conséquences économiques des mammites sont considérables. Le coût moyen

d'un cas clinique est estimé à 224 euros (58). Ce montant varie en fonction de la

sévérité du cas, du stade de lactation auquel il survient et du contexte économique
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(coûts de production, prix de vente du lait ...). Les répercussions économiques des

mammites ne se limitent pas aux élevages mais concernent l'ensemble de la filière

laitière car, du fait de la présence de bactéries et de cellules immunitaires en grand

nombre, le lait issu de mammites a une durée de conservation plus courte (59).

La mammite est également à l'origine d'une baisse de rendement, notamment en

production fromagère (60). Lorsque ces caractères sont dégradés, le lait peut même

être considéré impropre à la consommation humaine.

Les conséquences sur le bien-être animal sont également importantes en raison

de la douleur occasionnée et d'une potentielle atteinte de l'état général. Même les

mammites cliniques légères (61) et probablement les mammites subcliniques (62)

sont algogènes.

En matière de santé publique, les mammites ne sont pas à négliger non plus. En

effet, certaines infections intramammaires asymptomatiques peuvent être dues à des

agents zoonotiques tels que des bactéries appartenant aux genres Campylobacter,

Salmonella ou encore Listeria (63). En éliminant la majorité de ces bactéries, la

pasteurisation a permis de réduire fortement les menaces pour la santé humaine et

d'augmenter la durée de conservation du lait et de ses dérivés. Par ailleurs, le recours

aux antibiotiques peut favoriser la sélection de bactéries résistantes, en particulier

dans les élevages nourrissant les veaux avec le lait écarté du tank, en raison de la

présence potentielle de résidus d'antibiotiques (64).

1.3.1.2. Défenses de l'hôte

Défenses de la mamelle

Le sphincter du trayon est la première barrière anatomique s'opposant à l'entrée

de germes dans la mamelle. Il est secondé par la kératine qui joue à la fois un

rôle de barrière physique et chimique (sécrétion d'acide myristique, d'acide palmito-

léique ... (65)) par ses activités bactéricide et bactériostatique (66). Par conséquent,

les lésions de l'extrémité du trayon ou une production réduite de kératine aug-

mentent la sensibilité aux mammites (67).
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La réponse immunitaire joue un rôle important dans la résistance aux mam-

mites (68). Ses effecteurs peuvent être de nature soluble ou cellulaire.

Il existe cinq types de facteurs solubles 1 : les immunoglobulines, la lactoferrine,

le complément, le lysozyme et le système lactoperoxydase. Seuls les deux premiers

seront traités, les autres jouant un rôle mineur dans la défense de la mamelle.

Les immunoglobulines sont les seuls effecteurs solubles de la réponse immunitaire

adaptative. Les classes d'immunoglobulines concernées sont les immunoglobulines

G (IgG), les immunoglobulines M (IgM) et les immunoglobulines A (IgA). Les IgG

et les IgM ont un rôle opsonisant, c'est-à-dire qu'elles facilitent la phagocytose des

bactéries cibles par les granulocytes neutrophiles (GNN) (dominants lors de mam-

mite) et les macrophages (principaux phagocytes de la mamelle saine). Les IgA

empêchent la colonisation bactérienne en agglutinant les bactéries et en neutralisant

les toxines bactériennes. Cependant, la concentration des IgA est beaucoup plus

faible que celles des deux premières dans le lait des ruminants (68). La lactoferrine

est le principal composant soluble participant à la réponse immunitaire innée. Il

s'agit d'un chélateur des ions ferriques. Elle a donc un effet bactériostatique sur

les bactéries dont la croissance dépend du fer telles que Escherichia coli ou Staphy-

lococcus aureus. De plus, en chélatant les ions ferriques, la lactoferrine empêche

la production de dismutase bactérienne, enzyme inactivant les superoxydes. Elle

module également l'activité des macrophages, des lymphocytes et des granulocytes

neutrophiles. L'activité bactériostatique de la lactoferrine est fortement réduite en

présence de citrate, molécule tampon et chélatrice du fer sous une forme utilisable

par les bactéries. Le citrate étant sécrété abondamment par les cellules épithéliales

mammaires en cours de lactation et la concentration en lactoferrine étant maximale

durant la phase d'involution mammaire, cette dernière exerce son rôle principale-

ment pendant la période sèche. Toutefois, bien que la concentration en lactoferrine

soit faible en cours de lactation, elle augmente fortement en cas d'inflammation.

Les principaux effecteurs cellulaires sont les GNN, les macrophages et les lympho-

cytes. Les macrophages sont les leucocytes les plus abondants de la mamelle saine.

Ce sont des phagocytes et ils jouent aussi le rôle de cellules présentatrices d'antigène

1. Les cytokines sont également des facteurs solubles des réponses immunitaires innée et adapta-
tive mais seront traitées ultérieurement.
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(CPA). Ils sont donc capables de présenter les antigènes phagocytés aux lympho-

cytes T (LT). Cette étape de présentation permet d'initier la réponse immunitaire

adaptative. Après activation, ils libèrent des chimiokines induisant le recrutement

des GNN. Les GNN sont les leucocytes les plus abondants en début d'inflammation

(> 90% des cellules du lait). Ils ont une activité phagocytaire et bactéricide via la

production de radicaux libres (explosion oxydative). Les macrophages et les GNN

jouent un rôle primordial dans l'élimination des bactéries. Leur activité est réduite

en période péripartum (69,70). Les lymphocytes sont les principaux effecteurs de

la réponse immunitaire adaptative. On distingue les LT des lymphocytes B (LB). Il

existe plusieurs familles de LT : les lymphocytes T CD4+ (LT4) (ou lymphocytes

T-helper (LTH)) et les lymphocytes T CD8+ (LT8) (ou lymphocytes T cytotoxiques

(LTC)). Les LT4 orientent la réponse immunitaire en fonction des leucocytes qu'ils

recrutent et éduquent (LT, LB ou macrophages). Les LT8 ont une activité de lyse

des cellules infectées. Cette activité s'exerce sur les cellules présentant un antigène

lié au complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (CMH I) tandis que les LT4

sont activés par le complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH II). Les

cellules Natural Killer (cellules NK) sont des cellules lymphoïdes ayant également

une activité cytotoxique s'exprimant lors de l'interaction avec un anticorps. On

parle de cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Elle

conduit à la libération de perforine, protéine cytolytique exerçant son action sur les

cellules eucaryotes et les bactéries. Enfin, les LB ont pour rôle principal la sécrétion

d'anticorps. Ils sont capables de capturer spécifiquement des antigènes et de les

présenter aux LT4. En réponse, ces derniers vont stimuler la prolifération des LB, leur

différenciation en plasmocytes ou en cellules mémoire, et la production d'anticorps.

L'efficacité des différentes défenses immunitaires présentées précédemment fluc-

tue avec le stade de lactation. En effet, le tarissement est marqué par deux périodes

à fort risque de mammite : l'involution mammaire et la colostrogenèse (Figure 1.1).

La première période à risque s'explique par l'arrêt de la vidange de la glande et

une augmentation de la pression intramammaire compromettant son étanchéité en

raison de l'ouverture intermittente du sphincter (71). De plus, la lactoferrine peut

mettre jusqu'à 28 jours pour atteindre sa concentration maximale (72) et, la caséine
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et la matière grasse du lait résiduel réduisent l'efficacité des leucocytes (69). La

seconde période à risque s'explique également par une perte d'étanchéité du canal

du trayon du fait de la synthèse du colostrum (73). Tout comme le lait résiduel, ce

dernier réduit l'efficacité des activités bactéricides des leucocytes. À cela s'ajoute

le déficit énergétique autour du vêlage qui réduit l'activité bactéricide des neutro-

philes (74). Un dernier facteur réduisant l'occurrence des infections intramammaires

au cours de la période sèche est la formation du bouchon de kératine. Cette barrière

physique est lente à s'établir et est souvent non fonctionnelle chez les vaches hautes

productrices en raison de pertes de lait intermittentes (75).

Ta
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LactationPériode
de tarissement

FIGURE 1.1. : Taux d'incidence des infections mammaires au cours d'un cycle de lactation
(d'après Bradley et Green, 2004 (76)).

Ainsi, la mamelle dispose de nombreux moyens de défense contre les agents de

mammite. Ces systèmes de défense reposent sur la capacité de l'hôte à détecter un

agent pathogène et à initier une réponse adéquate. Une grande partie du protocole

expérimental de cette thèse s'intéressant à ces deux points, les paragraphes suivants

s'attacheront à expliquer de manière synthétique et simplifiée leurs mécanismes.
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Détection des agents pathogènes : les Pathogen-Associated Molecular Patterns et

les récepteurs Toll-like

Définitions et généralités

Les récepteurs Toll-like (TLR) sont des Pathogen Recognition Receptors (PRR),

une classe de récepteurs jouant un rôle crucial dans le déclenchement de la réponse

immunitaire innée. En effet, les PRR sont capables de se lier à des molécules

exprimées par des agents pathogènes, des cellules en apoptose ou encore des cellules

endommagées (77). Dans le cas des agents pathogènes, ces molécules sont appelées

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP). Les TLR se distinguent des autres

PRR par une structure moléculaire et des voies de signalisation propres (MAP kinase,

NFkB, IRF, adaptateurs MYD88 et TRIF) (78). Chez les bovins, la famille des TLR

compte au moins dix représentants différents (79). À titre de comparaison, dix et

treize récepteurs ont été découverts chez l'Homme et la souris, respectivement (80).

Les TLR sont des récepteurs membranaires pouvant se localiser à la surface

(membrane plasmique) ou dans le cytoplasme (membrane des endosomes) des

cellules (78). Les TLR situés en surface permettent de détecter les agents pathogènes

présents dans le milieu extracellulaire tandis que les TLR intracellulaires assurent

la détection des agents présents dans les cellules après phagocytose, endocytose

clathrine dépendante ou macropinocytose (81). Ils sont exprimés par les macro-

phages (82), les cellules dendritiques (CD) (82), les LB (83), les cellules stromales

et certaines cellules épithéliales (84). L'engagement d'un TLR entraîne l'activation

et la maturation de la cellule, et d'autres phénomènes tels que la sécrétion de

cytokines (85).

Les TLR se liant de façon relativement spécifique à leurs PAMP, seuls les TLR

susceptibles de se lier aux stimuli utilisés dans l'étude seront présentés, à savoir :

TLR2, TLR4 et TLR7.

TLR2

Le TLR2 forme des hétérodimères avec le TLR1 ou le TLR6 (86). Ces hétérodimères

sont localisés sur la membrane plasmique des macrophages et des CD (82). Ils
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sont activés par divers ligands tels que l'acide lipotéichoïque et des lipoprotéines

(sous forme diacyl ou triacyl)(87,88), très abondants dans la paroi des bactéries

GRAM+ (89,90) telles que Staphylococcus aureus et Streptococcus uberis. Les TLR

peuvent être activés par des ligands synthétiques comme le fibroblast-stimulating

lipopeptide 1 (FSL-1), une lipoprotéine reconnue par l'hétérodimère TLR2/6 (91).

TLR4

À la différence de TLR2, TLR4 forme des homodimères (92). Il est principalement

exprimé par les macrophages (93) et les CD (94). Les homodimères de TLR4 sont

capables de se lier au lipopolysaccharide (LPS), principal constituant de la membrane

externe des bactéries GRAM- telles que Escherichia coli (95).

TLR7

Les TLR7 sont des récepteurs intracellulaires localisés sur la membrane des endo-

somes (96). Ils forment des homodimères pouvant se lier aux acides ribonucléiques

à simple brin (ARNss), supports génétiques de nombreux virus (97). TLR7 peut être

activé par l'imidazoquinoline et ses dérivés synthétiques (98) tels que gardiquimod

(GDQ) (99). Ils sont principalement exprimés par les CD (100), les LB (101) et les

granulocytes éosinophiles (GNE) (102).

Communication intercellulaire au sein du système immunitaire : les cytokines et

chimiokines

Définitions et propriétés

Les cytokines sont des molécules de nature protéique (protéines, peptides et glyco-

protéines) et jouent un rôle de messager intercellulaire. Elles sont chargées de médier

et de contrôler la réponse immunitaire, l'inflammation et l'hématopoïèse (103). Elles

sont sécrétées par les cellules immunitaires (principalement les macrophages et les

LT) mais aussi par des cellules non immunitaires (cellules endothéliales, fibroblastes

et cellules mésenchymateuses) (103). Elles ont la particularité de présenter une très

forte affinité pour leurs récepteurs. Ainsi, des sécrétions picomolaires de cytokines
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suffisent pour induire un effet biologique. Elles peuvent avoir un mode d'action

autocrine (action sur la cellule sécrétrice elle-même), paracrine (action locale) et en-

docrine (action à distance) (103,104). Les chimiokines se distinguent des cytokines

sensu stricto par leur effet chimiotactique (attraction de certaines cellules) (105).

Par souci de concision, le terme « cytokines » désignera à la fois les cytokines et les

chimiokines dans la suite du texte.

Comme toutes les molécules de nature protéique, les cytokines sont synthétisées à

partir d'acides ribonucléiques messagers (ARNm) via le réticulum endoplasmique

rugueux pour celles qui seront sécrétées ou resteront liées à la membrane plasmique,

ou via les ribosomes pour celles qui auront une action intracellulaire. De plus,

certaines d'entre elles subiront une glycosylation dans l'appareil de Golgi. Enfin,

les cytokines sont libérées dans le milieu extracellulaire par exocytose régulée ou

constitutive (106).

Classification et fonctions des cytokines

Il existe cinq familles de cytokines :

— les interleukines,

— les chimiokines,

— les colony-stimulating factor (CSF),

— les interférons,

— les transforming growth factor (TGF) et les tumor necrosis factor (TNF).

Les cytokines d'une même famille sont structurellement proches mais peuvent

avoir des fonctions très différentes.

Chez les bovins, de nombreuses cytokines sont impliquées dans la réponse immu-

nitaire. Le dosage de l'ensemble de ces cytokines n'étant pas envisageable, quinze

d'entre elles ont été sélectionnées de façon à pouvoir investiguer les réponses immu-

nitaires innée et adaptative. Il s'agit des cytokines suivantes : interleukine 1α (IL-1α),

interleukine 1β (IL-1β), interleukine 1RA (IL-1RA), interleukine 6 (IL-6), tumor

necrosis factor α (TNF-α), interleukine 2 (IL-2), interleukine 4 (IL-4), interleukine

10 (IL-10), interféron γ (IFN-γ), interleukine 17A (IL-17A), chimiokine (C-C motif)
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ligand 2 (CCL2) (anciennement MCP-1), chimiokine (C-C motif) ligand 3 (CCL3)

(anciennement MIP-1a), chimiokine (C-C motif) ligand 4 (CCL4) (anciennement MIP-

1b), chimiokine (C-X-C motif) ligand 8 (CXCL8) (anciennement IL-8) et chimiokine

(C-X-C motif) ligand 10 (CXCL10) (anciennement IP-10).

Cytokines impliquées dans la réponse immunitaire innée

L'IL-1α est principalement sécrétée par les macrophages. Elle provoque la fièvre et

active les LT ainsi que les macrophages (107).

À l'instar de l'IL-1α, l'IL-1β est sécrétée par les macrophages (108) et induit des

effets similaires (107).

L'IL-1RA est produite par les monocytes, les macrophages et les GNN. Il s'agit d'un

inhibiteur compétitif des IL-1α et IL-1β et a donc un effet anti-inflammatoire (109).

L'IL-6 est sécrétée par les LT (110), LB, macrophages (111) et cellules endothé-

liales (112). Elle initie la multiplication et la différenciation des LT et LB (110), ainsi

que la production des protéines de la phase aiguë de l'inflammation par le foie (113).

Elle possède également une action pyrogène (114).

Le TNF-α est sécrété par les cellules NK (115), les LT (116) et, principalement,

les macrophages (117). Elle initie la réponse inflammatoire (118) et l'activation

endothéliale 2 (119).

Cytokines impliquées dans la réponse immunitaire adaptative

L'IL-2 provient des lymphocytes T-helper de type 1 (LTH1) (120) et stimule la

prolifération des LT et leur différenciation (121).

L'IL-4 est principalement sécrétée par les lymphocytes T-helper de type 2 (LTH2)

et les mastocytes (122). Cette cytokine permet l'activation des LB et les oriente vers

la production de certains isotypes d'immunoglobulines (IgG1, immunoglobulines

E (IgE)) (122). L'IL-4 induit aussi la différenciation des lymphocytes T-helper naïfs

(LTH naïfs) en LTH2 (122).

L'IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire dont les sources principales sont

les macrophages, les cellules dendritiques, les LT et les LB (123). Son effet anti-

2. L'activation endothéliale se traduit par la synthèse de monoxyde d'azote par les cellules
endothéliales. Cette molécule provoque une vasodilatation et une diminution de la cohésion des
cellules endothéliales favorisant la diapédèse des leucocytes.
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inflammatoire s'exerce en inhibant l'activité des macrophages, des LTH1 et des

cellules NK (123).

L'IFN-γ est principalement produit par les LT et les cellules NK (124). Cette

cytokine joue un rôle majeur dans l'activation des macrophages, l'augmentation

de l'expression des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), la

commutation de classe vers les IgG et l'inhibition de l'activité des lymphocytes

T-helper de type 17 (LTH17) et LTH2 (124).

L'IL-17A est fortement impliquée dans le recrutement des GNN (125). Elle est

principalement produite par les LTH17, les LTC et les cellules NK (125). Elle induit

la sécrétion de cytokines par les cellules épithéliales, endothéliales et les fibro-

blastes (125).

Chimiokines

CCL2 est une chimiokine ayant un pouvoir attracteur sur les LTH (plus marqué sur

les LTH2), les monocytes, les granulocytes basophiles (GNB), les cellules dendritiques

immatures et les cellules NK (126).

CCL3 attire les mêmes cellules immunitaires que CCL2 avec, en plus, une action

sur les macrophages (127), les GNE (127), les astrocytes (128), les fibroblastes (127)

et les ostéoclastes (127). Cependant, à la différence de CCL2, CCL3 attire davantage

les LTH1 que les LTH2 (127).

De même, CCL4 exerce sa chimio-attraction sur les mêmes cellules que CCL3, à

l'exception des GNN, des astrocytes et des ostéoclastes. En revanche, CCL4 attire les

LB (129,130).

CXCL8 attire les GNN, les GNB, les monocytes, les mastocytes, les cellules NK et

certains LTC (131). Cette chimiokine agit sur les cellules endothéliales (en favorisant

l'angiogenèse) (131).

Enfin, CXCL10 exerce son effet sur les LTH (plus marqué sur les LTH1), les cellules

NK, les LB et agit également sur les cellules endothéliales (132).
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Cytokines et polarisation de la réponse immunitaire adaptative (133)

La polarisation de la réponse immunitaire adaptative est gouvernée par la diffé-

renciation des LTH naïfs. En fonction de leur environnement cytokinique, les LTH

naïfs peuvent se différencier en LTH de type 1, 2 et 3 principalement (134).

Réponse de type 1

La réponse de type 1 désigne l'ensemble des mécanismes de la réponse immu-

nitaire adaptative permettant l'élimination des agents pathogènes intracellulaires

(virus, certaines bactéries et protozoaires), en particulier ceux capables de survivre

au sein des macrophages (135).

En cas d'infection virale, les LTH1 vont activer les LTC et stimuler la production

d'IgG pouvant neutraliser les particules virales et marquer les cellules infectées (135).

Les infections par des bactéries intracellulaires impliquent des effecteurs différents.

En effet, les LTH1 vont activer les macrophages (135). Cette activation se traduit

par une augmentation de l'activité bactéricide de ces derniers (production de dé-

rivés réactifs de l'oxygène) et par la sécrétion de TNF-α (stimulation des autres

macrophages) (136). La principale cytokine initiant leur activation est l'IFN-γ (135).

Cette dernière est sécrétée par les LTH1 lorsqu'un macrophage leur présente un

antigène porté par une molécule du CMH II (135). Les LTC sont également capables

d'activer les macrophages en sécrétant de l'IFN-γ mais, à la différence des LTH1, ils

interagissent avec les molécules du CMH I (137). Une fois activés, les macrophages

ou les CD produisent également de l'interleukine 12 (IL-12) (138). En présence de

cette cytokine, les LTH1 sécrètent de l'IFN-γ initiant la différenciation des LTH naïfs

en LTH1 et activant l'activité cytotoxique des LT8 (139).

Les LTH1 jouent aussi un rôle important dans la prolifération et le recrutement des

macrophages (135). En effet, la sécrétion d'interleukine 3 (IL-3) et de granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) stimule la production de monocytes

par la moelle osseuse (140,141). En induisant la sécrétion de CCL2, les LTH1 vont

attirer indirectement les monocytes vers le site infectieux (142). Une fois celui-ci

atteint, les monocytes se différencient en macrophages (143).

Enfin, si une infection devient chronique, les macrophages et les LTH1 s'organisent

pour former un granulome. Ce dernier permet de circonscrire une infection causée
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par un agent pathogène capable de persister dans les macrophages tel que les

mycobactéries (144).

Réponse de type 2

La réponse de type 2 est principalement impliquée dans l'élimination des hel-

minthes (135). Elle débute généralement avec une présentation de l'antigène par

les CD aux LT4 naïfs dans les nœuds lymphatiques (145). En présence d'IL-4, les

LTH naïfs vont se différencier en LTH2 (145). Les LTH2 migrent ensuite vers le site

d'infestation sous l'action de diverses chimiokines : chimiokine (C-C motif) ligand

11 (CCL11), chimiokine (C-C motif) ligand 24 (CCL24) et chimiokine (C-C motif)

ligand 26 (CCL26) (146). Leur sécrétion est assurée par de nombreux types cellu-

laires et induite par l'IL-4 et l'interleukine 13 (IL-13) (147). Les mêmes chimiokines

sont responsables du recrutement des principales cellules effectrices, à savoir les

GNE (148) et les GNB (149).

En cas d'infestation, l'élimination des helminthes se fait selon le triptyque sui-

vant : élimination directe des vers par les effecteurs innés, expulsion des vers et

réparation des dommages tissulaires (150). L'IL-4 stimule la sécrétion d'IgE qui

amorce l'activation des mastocytes, des GNE et des GNB (151). L'expulsion des

helminthes est principalement médiée par l'IL-13 (152). En effet, cette cytokine

stimule la sécrétion de mucus, la motilité intestinale et la multiplication des cellules

épithéliales (153). Sous l'effet combiné de l'IL-4 et de l'IL-13, les macrophages se dif-

férencient en macrophages M2 (154). Leur implication est multiple : contraction des

cellules musculaires lisses, réparation des tissus endommagés, ADCC et formation

de granulomes (150).

Réponse de type 3

La réponse de type 3 permet de lutter contre les infections dues à des bactéries et

des champignons extracellulaires (135). Cette réponse immunitaire est orchestrée

par les LTH17 et les GNN en sont les effecteurs principaux (135). L'action des

LTH17 s'exerce en permanence au niveau de la muqueuse intestinale et permet le

contrôle du microbiote intestinal (155). Leur action s'exerce plus ponctuellement

lorsque des bactéries et des champignons extracellulaires pathogènes parviennent

à franchir les barrières physiques de l'organisme à la faveur d'un traumatisme ou
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d'une perméabilité intestinale (156). La différenciation des LTH en LTH17 repose

sur les cytokines suivantes : transforming growth factor β (TGF-β), IL-6, interleukine

1 (IL-1) et interleukine 23 (IL-23) (157,158). Les LTH17 sécrètent de l'IL-17A et

de l'interleukine 22 (IL-22) lorsqu'ils rencontrent un antigène (159). Sous l'effet

de l'IL-17A, les cellules épithéliales et les fibroblastes sécrètent de l'IL-6 et du

granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) ayant pour conséquences respectives

l'amplification de l'activité des LTH17 et la stimulation de la production de GNN par

la moelle osseuse (160). L'IL-17A stimule aussi la sécrétion de CXCL8 dont le rôle est

d'attirer les GNN vers le site infectieux (160). Ainsi, lorsqu'elle agit seule, l'IL-17A

assure le recrutement des GNN. En revanche, lorsqu'elle agit en association avec

l'IL-22, l'IL-17A induit la sécrétion de peptides antimicrobiens (action bactéricide) et

d'agents chélateurs des métaux (actions bactériostatique et fongistatique) (161).

1.3.2 Etiologie
Plus de 150 espèces et sous-espèces de bactéries ont été identifiées comme agents

de mammite (162). Cependant, la majeure partie des cas est causée par seulement

quelques espèces (Tableau 1.1). Selon l'épidémiologie des mammites, on distingue

deux catégories de germes : ceux causant des mammites dites « contagieuses » et

ceux provoquant des mammites dites « environnementales ».

TABLEAU 1.1. : Classification des agents responsables de mammites en fonction de leur princi-
pal type épidémiologique (contagieux, environnemental ou mixte) et de leur
expression clinique (mineur ou majeur). Les agents pathogènes majeurs sont
marqués d'un astérisque.

Agents contagieux Agents environnementaux Agents mixtes

Streptococcus agalactiae* Escherichia coli* Staphylocoques à coagulase

négative

Streptococcus dysgalactiae Klebsiella spp.* Streptococcus uberis*

Staphylococcus aureus*

Mycoplasma spp.*

Corynebacterium spp.
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Les agents des mammites contagieuses se caractérisent par une bonne adaptation

à la mamelle. Ainsi, ils peuvent y persister et être transmis indirectement d'une

vache à l'autre, principalement lors de la traite. Les principaux représentants de cette

catégorie sont Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus

aureus et Mycoplasma spp (163). Ces bactéries se distinguent les unes des autres

par leur contagiosité relative ainsi que la sévérité et la durée des mammites qu'elles

provoquent. S. agalactiae en est sans doute le représentant le plus typique : il

est incapable de survivre dans l'environnement, présente une forte contagiosité et

provoque des mammites cliniques légères (164). S. aureus est l'agent de mammites

contagieuses le plus commun : il provoque souvent des mammites chroniques ce

qui le rend difficile à soigner (165). S. dysgalactiae est relativement contagieux

et est capable de survivre dans l'environnement contrairement aux deux agents

précédents (166).

Les mammites à réservoir environnemental sont causées par des agents opportu-

nistes. Bien que des cas de transmission entre vaches aient été rapportés, ces agents

sont rarement capables de persister dans la mamelle. En revanche, ils sont capables

de survivre, voire se multiplier pour certains, dans le milieu extérieur (167,168).

Les principales bactéries rencontrées dans cette catégorie de mammites sont des

Enterobacteriaceae, principalement Escherichia coli, et un streptocoque, Streptococcus

uberis (169). Les coliformes sont fréquemment à l'origine de mammites sévères

suite à la libération d'endotoxines, dont le LPS (169).

Bien qu'elle soit pratique, cette dichotomie des agents de mammites ne reflète

pas parfaitement la réalité. En effet, tous les intermédiaires entre les deux modèles

épidémiologiques sont possibles, et ce, pour des souches d'une même espèce. Par

exemple, certains isolats de S. uberis sont capables de causer des mammites chro-

niques (170,171). De même, certaines souches d'E. coli peuvent persister à l'intérieur

des cellules épithéliales mammaires (172–174) et provoquer des épisodes cliniques

récurrents (175). A l'inverse, certaines souches de S. aureus ont un comportement

environnemental (176). Ainsi, le profil épidémiologique d'une mammite ne permet

pas d'en déterminer l'agent étiologique.
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Finalement, le type de mammite induit par un agent pathogène découle de

quatre caractéristiques : sa capacité de survie dans l'environnement, sa vitesse de

multiplication dans la mamelle, sa capacité à y persister et la taille de l'inoculum

nécessaire pour initier un cas. Ce dernier paramètre n'est pas connu avec certitude

mais il serait de l'ordre de la centaine, voire de la dizaine, d'unités formant colonie

d'après les modèles infectieux de mammite (177).

Les agents de mammite peuvent encore être subdivisés en agents pathogènes

mineurs et majeurs. Les agents pathogènes mineurs induisent une réponse immu-

nitaire légère et rarement des signes cliniques (178). Parmi ces agents, on trouve

Corynebacterium spp. et certains staphylocoques à coagulase négative (178). Ce

sont des bactéries commensales de la peau et du canal du trayon. A l'opposé, les

agents pathogènes majeurs provoquent des mammites cliniques de sévérité variable.

S. agalactiae, S. aureus, M. bovis, S. uberis, S. dysgalactiae, E. coli et Klebsiella spp. en

sont les représentants majeurs (179).

1.3.3 Mesures de maîtrise et de prévention
Les mesures de maîtrise et de prévention ont pour objectif de minimiser la pré-

valence et la sévérité des mammites. Les deux leviers permettant de réduire la

prévalence sont le nombre de nouveaux cas, c'est-à-dire l'incidence, et la durée des

infections. Bien qu'elle permette de réduire l'incidence des mammites contagieuses

en limitant la pression d'infection, la réduction de la durée des infections n'est qu'une

stratégie à court terme. En effet, sans la mise en place de mesures permettant de

réduire l'incidence, la baisse de la prévalence repose essentiellement sur le recours

aux traitements antibiotiques. Cette baisse s'obtient donc à un coût élevé. Prévenir

les nouvelles infections est donc un objectif prioritaire.

Le traitement des mammites en cours de lactation, en particulier celles provoquées

par des germes adaptés à la mamelle, est souvent difficile. Pour les mammites

subcliniques, la probabilité de succès d'un traitement est généralement meilleure

au tarissement, sauf pour les mammites causées par S. agalactiae (180–182). La

réforme est sans doute la mesure réduisant le plus rapidement la prévalence et
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le risque de nouvelle infection. Cependant, il s'agit de la méthode la moins viable

économiquement. Le tarissement d'un quartier est également une mesure possible.

Elle consiste à identifier les quartiers infectés de façon chronique et à ne plus les

traire jusqu'au tarissement. Cette solution est particulièrement intéressante dans

les élevages où les possibilités de réforme sont limitées. Le simple tarissement du

quartier entraîne sa guérison dans 50% des cas. Le tarissement joue un rôle majeur

dans l'épidémiologie des mammites environnementales (Figure 1.1). Plus de 50%

des mammites cliniques contractées au cours des 100 premiers jours de lactation

font suite à une infection acquise pendant la période sèche (183). Ce constat est

renforcé par une autre étude montrant que l'utilisation d'antibiotiques à large spectre

au tarissement réduisait le risque de survenue de mammites cliniques dues à un

coliforme (184). Paradoxalement, un recours trop fréquent aux antibiotiques peut

provoquer une hausse de ces mammites (181). Une solution alternative et efficace

est l'usage d'un produit obturateur du canal du trayon (180,181,185,186).

Pour les mammites contagieuses, les pratiques et les équipements de traite sont

des facteurs majeurs de transmission des germes d'un quartier ou d'une vache à

l'autre. En particulier, un mauvais réglage peut provoquer des lésions du trayon

(hyperkératose voire éversion du canal du trayon). Ces lésions dégradent l'efficacité

des barrières naturelles du trayon face aux agents pathogènes (187). Paradoxale-

ment, l'hyperkératose légère semble avoir un effet protecteur vis-à-vis des mam-

mites (67,188). Toutefois, le bon fonctionnement des équipements reste préférable

pour prévenir les nouvelles infections. La désinfection post-traite (post-trempage ou

vaporisation) permet d'éviter la colonisation de la peau du trayon et, par conséquent,

de réduire l'entrée de germes dans le canal du trayon avant sa fermeture.

La vaccination peut également contribuer à la prévention des mammites. En Eu-

rope, seulement deux vaccins sont disponibles : Startvac® (souches J5 d'E. coli et SP

140 de S. aureus inactivées) et Ubac® (acide lipotéichoïque issu du Biofilm Adhesion

Component (BAC) de la souche 5616 de S. uberis). Plusieurs études rapportent une

efficacité limitée. En particulier, d'après l'une d'entre elles, la vaccination contre

E. coli (vaccin Startvac®) ne semble pas diminuer l'incidence des mammites. En
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revanche, elle semble réduire les signes cliniques et, par conséquent, les réformes et

la mortalité (189).

La prévention passe aussi par la maîtrise des facteurs influençant l'immunité de

l'hôte : l'alimentation (carence en vitamine E et sélénium, cétose) (190,191), le

stress thermique (192–194), les maladies intercurrentes (fièvre catharrale ovine

(FCO) (195), diarrhée bovine virale (BVD) (196) ...).

Sur le long terme, la sélection génétique sur la résistance aux mammites peut avoir

un fort impact sur l'incidence des mammites. L'amélioration génétique d'un troupeau

peut se faire en réformant les vaches sensibles, en conservant la descendance des

vaches saines et en choisissant un taureau possédant de bons index génétiques en

relation avec la santé de la mamelle : l'index concentration cellulaire (INCELL),

l'index mammite clinique (INMACL) et l'index santé de la mamelle (INSAMA) (197).

La sélection des meilleurs taureaux peut diminuer les mammites cliniques de 10 à

20% par génération (198).

Ainsi, en plus du maintien des bonnes pratiques d'hygiène, sélectionner sur la

résistance aux maladies semble être la solution la plus prometteuse pour une amé-

lioration durable de la santé. Cette solution est d'autant plus intéressante que la

réponse immunitaire pourrait être le point de départ des divers troubles survenant

en péripartum.

1.3.4 Interrelations entre activité immunitaire, inflammation et

troubles de la santé en péripartum
Le péripartum, période marquant le passage de la fin de gestation à la lactation,

se caractérise par d'importants changements physiologiques. Il peut être découpé

en deux périodes : le prépartum couvrant les 3 semaines précédant le vêlage et le

postpartum s'étendant sur les 3 semaines suivantes. Concentrant 75% des maladies

survenant au cours de la lactation, le postpartum est la période idoine pour illustrer

les interrelations qui existent entre ces maladies (199). Le paradigme traditionnel

veut que la survenue des troubles du postpartum soit la conséquence du déficit éner-

gétique inhérent au début de la lactation. Cependant, dans une revue récente de la
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littérature (200), ce paradigme a été remis en question. En effet, l'état inflammatoire

résultant de l'activation du système immunitaire suite au vêlage et au début de la

lactation, pourrait accentuer le déficit énergétique postpartum et/ou être un facteur

de risque direct des troubles de la santé.

1.3.4.1. Paradigme traditionnel

En début de lactation, la capacité d'ingestion des vaches laitières est insuffisante

pour couvrir les besoins de production. Ce déséquilibre induit un bilan énergétique

négatif (BEN) (201) à l'origine d'une cétose de type I. Le BEN atteint son maxi-

mum au cours des dix premiers jours de lactation et disparaît entre 30 et 100 jours

postpartum (202,203). De nombreuses études ont mis en évidence une association

entre la hausse des concentrations sanguines des acides gras non estérifiés (AGNE)

et des corps cétoniques, et la survenue de troubles métaboliques et infectieux au

cours du péripartum : stéatose hépatique, déplacement de la caillette, rétention

des annexes fœtales, mammite et métrite (204–214). Le péripartum est généra-

lement associé à une immunodépression caractérisée par une diminution de la

capacité phagocytaire des GNN, de la blastogenèse lymphocytaire, de la sécrétion

d'anticorps, de l'activité du système du complément et de la concentration sanguine

de lysozyme (211,215–218). Des travaux conduits sur des leucocytes exposés à

des concentrations croissantes d'AGNE et de β-hydroxybutyrate (BHB) ont rapporté

une diminution de l'explosion oxydative des GNN (74,219–221) et de la sécrétion

d'anticorps par les LB (222). D'autres études menées sur des vaches présentant

des concentrations plasmatiques élevées en AGNE et en corps cétoniques ont dé-

montré une diminution du chimiotactisme et de l'activité myéloperoxydase des

GNN (223,224). Ainsi, les AGNE et les corps cétoniques semblent avoir un effet

immunodépresseur. Cet effet est certainement à l'origine du paradigme tradition-

nel selon lequel les maladies dont l'incidence augmente au cours du péripartum

sont la conséquence de la hausse des concentrations en AGNE et/ou en corps céto-

niques (205,225–236). L'hypocalcémie fait également partie des causes incriminées

dans ce paradigme (206,226–228,231–233,236).
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Ce paradigme repose sur de nombreuses études d'association et non sur la dé-

monstration d'une relation de causalité ; en ce sens, elle présente de nombreuses

limites. Tout d'abord, la relation entre les AGNE et les corps cétoniques, et la hausse

de l'incidence des maladies en péripartum n'est pas absolue puisque plusieurs études

ont montré une absence de relation (237–240). De plus, l'effet immunodépres-

seur des AGNE et des corps cétoniques n'est pas systématiquement rapporté. À

titre d'exemple, la prolifération des cellules mononucléées sanguines, la production

d'IFN-γ et l'explosion oxydative n'étaient pas altérées par la présence de BHB à des

concentrations atteignant 10 mmol.L-1 (221), dans un modèle in vitro. Dans une

étude similaire, le BHB n'a eu aucun effet sur les fonctions des GNN (223). D'autres

travaux ont montré que les AGNE et les corps cétoniques n'étaient pas à l'origine

de la baisse d'appétit observée en péripartum. En particulier, une série d'études

a démontré qu'une perfusion de BHB n'avait aucun effet négatif sur l'appétit des

vaches (241–243) et pouvait même l'augmenter (244,245). Il est également impor-

tant de noter que l'activation du système immunitaire et l'état inflammatoire inhé-

rents au vêlage (246,247) ont un effet négatif sur l'activité des leucocytes (248,249)

et induisent la libération de GNN immatures par la moelle osseuse (250). Ce dernier

point constitue un potentiel biais pour les études qui se sont intéressées à l'effet

immunosuppresseur des AGNE et des corps cétoniques. Par ailleurs, les vaches ayant

des concentrations de BHB sanguin supérieures à 1,2 mmol.L-1, seuil classiquement

retenu pour définir la cétose subclinique en race Prim'Holstein, ont des produc-

tions laitières significativement supérieures à celles ayant des concentrations plus

faibles (251–253). Ces résultats soulignent le caractère partiellement physiologique

de la lipomobilisation et de la production de corps cétoniques.

La complémentation avec du propylène glycol, précurseur du glucose via la néo-

glucogenèse, des vaches en cétose subclinique confirme le caractère physiologique

de la cétose dans certaines situations. En effet, des travaux ont montré que l'apport

de propylène glycol permettait d'améliorer la production laitière (254–256) tandis

que d'autres ne montrent aucun effet bénéfique (257–261). Ces résultats montrent

que, dans bien des cas, les vaches en cétose subclinique parviennent à couvrir les

besoins de production et d'entretien en utilisant les corps cétoniques comme substrat
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énergétique. L'ensemble des éléments composant le paradigme traditionnel sont

résumés dans la Figure 1.2.

Vêlage

🠛 Calcium 🠙 AGNE 🠙 BHB

🠛 MSI Troubles de la reproduction

🠛 Production laitière

🠛 Immunité

CétoseDéplacement de caillette Rétention placentaireMammiteMétrite Pneumonie

FIGURE 1.2. : Schéma de synthèse du paradigme traditionnel d'après Horst et al., 2020 (200).

En conclusion, bien que de nombreuses études aient mis en évidence une associa-

tion entre les AGNE, les corps cétoniques et les troubles de santé rencontrés chez

la vache laitière en péripartum, ces associations ne sont pas synonymes de relation

de causalité et présentent des limites. En réponse à ces interrogations, un nouveau

paradigme a récemment été proposé. Ce dernier considère l'activation immunitaire

et l'état inflammatoire, inhérents au péripartum, comme le phénomène primordial

aux troubles de la santé du péripartum.

1.3.4.2. Nouveau paradigme

Un contexte inflammatoire plus ou moins marqué est présent chez la majeure

partie des vaches en péripartum (246,262–264). Le système immunitaire est activé

en raison de la libération de PAMP et de Damage-Associated Molecular Pattern

(DAMP), molécules endogènes libérées à la suite de dommages cellulaires et mimant

l'activité des PAMP (265). Comme présenté précédemment, les PRR, en particulier les

TLR, jouent un rôle important dans la reconnaissance des DAMP et des PAMP (266).

Ces médiateurs proviennent de trois sources principales : la glande mammaire,

l'utérus et le tube digestif.
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Comme vu précédemment, l'incidence des mammites est plus élevée en début

de période sèche et en péripartum, notamment au moment de la colostrogenèse

(Figure 1.1). Lors d'une infection intramammaire par des germes Gram-, le LPS se

lie au TLR4 des leucocytes présents dans la mamelle et les active (267). L'atteinte

de l'intégrité de l'épithélium mammaire peut être suivie d'une inflammation locale

et de la résorption de composés bio-actifs, à l'origine d'une endotoxémie et/ou d'une

bactériémie)(268).

De même, les métrites, qui apparaissent plus fréquemment à la suite d'une réten-

tion des enveloppes fœtales, peuvent initier une réponse inflammatoire systémique

du fait de l'abondance de LPS dans les lochies (269).

Le passage d'une ration de période sèche (classiquement riche en fibres) à une

ration de production (classiquement riche en glucides rapidement fermentescibles),

parfois sans transition, peut être à l'origine d'une acidose ruminale subaiguë (270).

Cette dernière favorise la libération de LPS (271) et augmente la perméabilité

intestinale (272,273). Ainsi, des médiateurs comme le LPS peuvent être absorbés et

initier une inflammation systémique (271).

De manière générale, les troubles survenant en péripartum sont précédés d'une

réponse inflammatoire (274–280).

Selon le modèle two-hit, la stéatose hépatique résulte d'une insulinorésistance

(first hit) à l'origine d'une lipomobilisation massive et d'un stress oxydatif hépatique

amplifié par un contexte inflammatoire (second hit) (281,282). Plusieurs compo-

santes de la réponse inflammatoire sont impliquées dans ce phénomène. À titre

d'exemple, l'administration quotidienne de TNF-α en fin de lactation entraîne une

accumulation de triglycérides dans les hépatocytes (283).

En lien avec leur effet phlogogène, les endotoxines peuvent entraîner des troubles

de la reproduction. Une expérience a mis en évidence une hausse de l'incidence de

la rétention des annexes fœtales suite à l'injection d'endotoxines (284). Sachant que

la non-délivrance augmente le risque de métrite (285) et que ces dernières retardent

l'involution utérine et la reprise de l'activité ovarienne (286), les endotoxines peuvent

être à l'origine d'une baisse des performances de reproduction. Par ailleurs, il a été

démontré qu'une inflammation à distance, telle qu'une mammite, pouvait affecter la
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maturation folliculaire (287,288). Cet effet peut s'expliquer par les perturbations de

l'axe hypothalamo-hypophysaire induites par les endotoxines (289,290).

Une inflammation peut, à elle seule, induire une baisse de la matière sèche ingérée

(MSI) en raison du pouvoir anorexigène des médiateurs de l'inflammation (291).

Dans le cadre du péripartum, cet effet des médiateurs inflammatoires peut donc

expliquer la baisse de la MSI durant cette période (292). Ces observations sont

corroborées par l'élévation des concentrations de LPS, de cytokines, de protéines de

la phase aiguë (PPA) et d'acide lactique précédant la détection d'une cétose au cours

du postpartum (274,280). Par ailleurs, une étude a relevé une association entre une

hausse des concentrations en haptoglobine et une réduction de la MSI en amont de

la mise bas (293).

Pour ce qui est du déplacement de la caillette, l'état inflammatoire peut augmenter

son incidence. En effet, il a été montré expérimentalement que l'administration

répétée de LPS augmentait l'incidence de ce déplacement (284).

L'ensemble des éléments en faveur de ce nouveau paradigme est schématisé dans

la Figure 1.3

MammiteMétriteHyperméabilité intestinale

LPS/Inflammation

Troubles de la reproduction Hypocalcémie 🠛 MSI

🠙 AGNE 🠙 BHB

Cétose Déplacement de cailletteStéatose hépatique 🠛 Production laitière

FIGURE 1.3. : Schéma de synthèse du nouveau paradigme d'après Horst et al., 2020 (200).

En résumé, le nouveau paradigme fait l'hypothèse que l'état inflammatoire surve-

nant en péripartum induit une diminution de la quantité de matière sèche ingérée,

amplifiant le déficit énergétique, la lipomobilisation et, en conséquence, la hausse

des concentrations sanguines en AGNE et en corps cétoniques.
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Afin d'améliorer la santé mammaire au moyen de la sélection génétique, il est

nécessaire de définir des caractères corrélés aux mécanismes biologiques gouver-

nant les phénotypes d'intérêt, héritables et dont la mesure est possible chez un

grand nombre d'animaux, le plus précocement possible pour un coût réduit (20).

L'immunité étant une composante essentielle de la maîtrise des mammites, définir

des caractères permettant d'évaluer la réponse de l'hôte apparaît, dans ce cadre,

essentiel.

1.4 Biomarqueurs et évaluation de la compétence

immunitaire

1.4.1 Biomarqueurs
1.4.1.1. Définition et généralités

Le mot « biomarqueur » est un mot-valise signifiant « marqueur biologique ».

Dans le glossaire de la BEST (Biomarkers, EndPointS, and other Tools) Resource

(BEST) (294), le groupe de travail sur les biomarqueurs de la US Food and Drug Ad-

ministration/National Institutes of Health (FDA/NIH) définit un biomarqueur comme

« une caractéristique mesurable et utilisable comme un indicateur d'un processus

biologique normal, d'un processus pathogénique, ou une réponse biologique à une

exposition ou une intervention, notamment thérapeutique ». Bien que cette définition

soit initialement destinée à la santé humaine, elle s'applique également à la santé

animale (295). Les biomarqueurs peuvent être classés en sept catégories (294) :

1. Les biomarqueurs diagnostiques : détecter ou confirmer la présence d'une

maladie ou d'un état de santé d'intérêt, ou encore identifier les individus

touchés par le sous-type d'une maladie ;

2. Les biomarqueurs de surveillance : évaluer le stade d'une maladie ou d'un état

de santé ou mettre en évidence l'exposition à un produit médical ou un agent

environnemental (mesure longitudinale) ;
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3. Les biomarqueurs pharmacodynamiques ou de réponse : mettre en évidence

une réponse biologique chez une individu exposé à un produit médical ou un

agent environnemental ;

4. Les biomarqueurs prédictifs : identifier des individus chez lesquels, une fois

exposés à un produit médical ou un agent environnemental, la survenue

d'un effet favorable ou défavorable est plus probable que chez des individus

similaires ;

5. Les biomarqueurs pronostiques : identifier la probabilité de survenue d'un

événement clinique, d'une récidive de maladie ou de progression chez un

patient souffrant de la maladie ou de l'état de santé d'intérêt ;

6. Les biomarqueurs de sécurité : indiquer la probabilité, la présence ou l'ampleur

d'un effet indésirable, avant ou après l'exposition à un produit médical ou un

agent environnemental ;

7. Les biomarqueurs de sensibilité ou de risque : indiquer le potentiel de dévelop-

pement d'une maladie ou d'un état de santé chez un individu qui n'exprime

pas cliniquement une maladie ou un état de santé.

Ces catégories ne s'excluant pas mutuellement, un biomarqueur peut appartenir à

plusieurs d'entre elles. Par exemple, la concentration des cellules somatiques (CCS)

du lait peut être utilisée comme un biomarqueur diagnostique ou bien pharmacody-

namique.

Les biomarqueurs sont de natures biologiques diverses et variées (acide désoxyri-

bonucléique (ADN), ARNm, peptides/protéines, métabolites, cellules), et sont plus

ou moins étroitement associés à une entité pathologique donnée.

1.4.1.2. Biomarqueurs relatifs aux maladies métaboliques, aux mammites et

à l'immunité

Chez les vaches laitières, l'usage des biomarqueurs contribue grandement à

l'amélioration de la santé, du bien-être animal et de la productivité. Ils occupent donc

une place importante dans la gestion globale des troupeaux laitiers, en particulier

dans le cadre des maladies métaboliques, des mammites et de l'immunité.
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Biomarqueurs du bilan énergétique

Les biomarqueurs métaboliques peuvent être détectés à la fois dans le sang et

dans le lait.

Biomarqueurs sanguins

Le BHB et les AGNE sanguins sont sans doute les métabolites les plus cou-

ramment utilisés pour évaluer le bilan énergétique en début de lactation chez

la vache laitière. Ces deux métabolites reflètent respectivement la β-oxydation des

acides gras par le foie et la lipomobilisation. Une élévation de la concentration

de ces métabolites est généralement associée à une diminution de la production

laitière (209,226,296), une hausse de l'incidence des maladies infectieuses et des

troubles de l'immunité (296,297).

Par ailleurs, la concentration de certains marqueurs de l'inflammation tels que le

TNF-α, l'haptoglobine et la protéine sérique amyloïde A (SAA), augmente lors d'un

déficit énergétique (298).

Biomarqueurs du lait

Tout comme le BHB sanguin, le BHB du lait est également un marqueur du

BEN (299). Cependant, sa concentration dans le lait est environ dix fois inférieure à

sa concentration plasmatique. Différentes valeurs de référence ont été définies pour

détecter les vaches en cétose subclinique. Une valeur de 0,08 mmol.L-1 semble offrir

le meilleur compromis entre sensibilité et spécificité (300).

Le profil en acides gras du lait évolue également avec le statut énergétique (301).

Cette évolution est principalement liée à l'origine métabolique de ces derniers. En

effet, les acides gras du lait sont issus de quatre sources principales : l'alimentation,

la synthèse par le microbiote ruminal, la synthèse par les cellules mammaires et la

lipomobilisation (302). La synthèse mammaire étant réduite en cas de BEN, la lipo-

mobilisation contribue davantage à la composition en acides gras du lait (303). Les

acides gras issus de cette dernière et de la synthèse mammaire étant respectivement

à chaînes longue et courte, la proportion d'acides gras à chaîne longue augmente
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dans le lait (304). En particulier, la proportion d'acide oléique, principal acide gras

issu de la lipomobilisation (305), est corrélée positivement au BEN (301).

Par ailleurs, le rapport entre le glucose-6-phosphate (G6P) et le glucose libre

dans le lait est également un potentiel marqueur du BEN. En effet, des études ont

montré l'existence d'une forte corrélation positive (r2 = 0,81) entre ce rapport et les

concentrations plasmatiques en AGNE (306).

De même, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH), enzyme catalysant

la déshydrogénation du G6P (première étape de la voie des pentoses phosphates)

est un biomarqueur candidat pour estimer le déficit énergétique des vaches laitières.

L'activité de cette enzyme est corrélée positivement à la concentration de G6P dans

le lait (r2 = 0,68) et négativement à la quantité de matière sèche ingérée (r2 = -0,65)

en début de lactation.

Biomarqueurs de la santé mammaire

Le biomarqueur le plus couramment utilisé pour la détection des mammites est

la CCS (307). L'évolution de ce biomarqueur mammaire variant selon les agents

pathogènes, leur usage permettrait non seulement de détecter les mammites mais

aussi d'identifier les groupes auxquels appartiennent les agents étiologiques (308).

La lactate déshydrogénase (LDH), enzyme cytoplasmique catalysant la transfor-

mation réversible du lactate en pyruvate (309), est également un biomarqueur des

mammites (310). En effet, bien qu'il s'agisse d'une enzyme cytoplasmique, la LDH

peut se retrouver dans le lait selon deux mécanismes principaux : lyse des cellules

épithéliales mammaires ou lyse des cellules somatiques (311–313). Ainsi, lors d'une

mammite, l'activité enzymatique de la LDH augmente dans le lait.

Des méthodes plus récentes de peptidomique, métabolomique et de protéomique

quantitatives ont permis de mettre en évidence des biomarqueurs candidats dans le

lait. En particulier, les mammites causées par S. uberis modifient les concentrations de

peptides dérivés de la caséine, des GlyCAM, de la SAA, des peptides antimicrobiens

ou encore de divers métabolites liés à la réponse inflammatoire (314–316). Selon une

autre étude (317), les agents de mammite Gram+ ou Gram- peuvent être différenciés

via les molécules suivantes : l'α2-macroglobuline, l'α2-antitrypsine, l'haptoglobine, la
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SAA3, le CD14, les calgranulines B et C, la cathepsine C, la vanine-1, les galectine 1

et 3, et le CXCL8.

Biomarqueurs de la réponse immunitaire

Les réponses immunitaires cellulaire et humorale reposent sur un réseau complexe

d'effecteurs et de médiateurs. Ces derniers sont autant de biomarqueurs permettant

d'évaluer la qualité de la réponse immunitaire.

Comme présenté précédemment, la réponse immunitaire cellulaire implique

l'activation et la prolifération de diverses populations de cellules. Parmi celles-

ci, les LT4, notamment les LTH1, LTH2, LTH17 et les lymphocytes T régulateurs

(LTreg), jouent un rôle essentiel dans la coordination de la réponse immunitaire

tandis que les LT8 et les lymphocytes T γδ (LTγδ) contribuent à l'élimination des

cellules infectées ou anormales via leur activité cytotoxique. La capacité des lympho-

cytes à répondre à des agents mitogènes (blastogenèse) peut être utilisée comme

marqueur d'une éventuelle dépression de la réponse cellulaire (318).

Certaines cytokines sont également des marqueurs de la réponse immunitaire

cellulaire. En effet, la production de cytokines telles que l'IFN-γ, l'IL-2, l'IL-4 ou

encore l'IL-17A, reflète l'activation et la polarisation de la réponse immunitaire (319).

Les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l'IL-1α, l'IL-1β et l'IL-6 sont, par

définition, des marqueurs de la réponse inflammatoire (320). A l'opposé, le dosage

des cytokines immunorégulatrices comme le TGF-β et l'IL-10 permettent d'évaluer la

capacité d'un organisme à moduler sa réponse immunitaire (319).

Les marqueurs d'activation tels que le CD25 (321) et le CD69 (322), présents sur

les lymphocytes T et autres cellules immunitaires, marquent leur état d'activation et

leur engagement dans la réponse immunitaire cellulaire. Les molécules d'adhérence

comme le CD11a, le CD11b, le CD18 et le CD62L (321) sont essentielles pour le

recrutement et la migration des cellules immunitaires vers les sites inflammatoires.

De même, les récepteurs des chimiokines tels que CCR5 sont un maillon essentiel du

chimiotactisme. Leur expression est le signe d'une inflammation en cours (323).

Les GNN occupent également une place importante dans la réponse immunitaire

cellulaire. Leur bon fonctionnement peut être évalué par leur activité phagocy-
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taire (215–217) et leur capacité à atteindre un site inflammatoire (chimiotactisme et

diapédèse). Cette dernière est dépendante de l'expression de molécules d'adhésion

telles que la L-sélectine (CD62L) et le CD18 (324,325).

Ainsi, les biomarqueurs de la réponse immunitaire cellulaire sont nombreux et

nous informent sur l'activation, la prolifération, la migration et la capacité fonction-

nelle des cellules immunitaires.

La réponse immunitaire humorale chez les vaches laitières implique des inter-

actions complexes entre divers composants solubles. Parmi ces composants, les

immunoglobulines, en particulier les IgG, IgM et IgA, sont les biomarqueurs les plus

couramment utilisés pour évaluer la réponse immunitaire adaptative, en raison de

leur rôle crucial dans la reconnaissance spécifique et la neutralisation des agents

pathogènes (211,216,217).

Le système du complément joue un rôle essentiel dans la réponse immunitaire

médiée par les anticorps et dans l'élimination des agents pathogènes. Le dosage des

composants du complément, tels que les fragments C3 et C4, permet d'évaluer son

activité (326).

Les PPA sont des molécules d'origine hépatique ayant une place importante dans

la réponse immunitaire et inflammatoire. Elles sont dites « positives » ou « négatives »

si leurs concentrations augmentent ou diminuent au cours d'une inflammation.

L'haptoglobine, la protéine C-réactive, la SAA, la céruloplasmine ou encore le fibrino-

gène sont les principales PPA positives chez les bovins (113,327–330). Elles peuvent

avoir un rôle opsonisant et neutralisant indirect via l'activation du système du com-

plément (331). Les principaux représentant des PPA négatives sont l'albumine, des

enzymes telles que la paraoxonase, et les apolipoprotéines (246,331–333). Le dosage

des PPA fournit des informations sur la présence d'une inflammation, composante

essentielle de la réponse immunitaire (263,325,334).

Les cytokines sont également un élément essentiel de la réponse immunitaire

humorale. Par exemple, l'IL-4 intervient dans la prolifération des lymphocytes B et

la production d'anticorps, influençant ainsi l'ampleur et l'efficacité de la réponse

immunitaire médiée par les anticorps (335).
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Les marqueurs des lymphocytes B, tels que le CD20 (336), fournissent des infor-

mations sur leur abondance et leur état d'activation.

Le lysozyme est une enzyme possédant des propriétés bactéricides. Il est présent

dans de nombreux fluides biologiques. Une diminution de sa concentration dans le

sang est le signe d'une potentielle immunosuppression (337,338).

L'ensemble des biomarqueurs présentés en amont permet d'évaluer la réponse

immunitaire humorale chez les vaches laitières. En lien avec les biomarqueurs de la

santé mammaire et des maladies métaboliques, ils sont essentiels pour améliorer la

résistance aux maladies et mettre en place des interventions ciblées. Certains d'entre

eux sont déjà employés pour évaluer la compétence immunitaire des bovins laitiers.

1.4.2 Évaluation de la compétence immunitaire
1.4.2.1. Méthode d'évaluation de la compétence immunitaire : la

technologie HIR

Différentes méthodes d'évaluation de la compétence immunitaire ont été dévelop-

pées. Certains protocoles s'appuient sur une immunisation préalable des animaux ;

ils évaluent donc la réponse immunitaire adaptative (339,340). Ces méthodes ne

diffèrent que par leurs populations d'étude et les antigènes employés. Elles per-

mettent de classer les vaches en faibles, moyennes et fortes répondeuses pour les

composantes cellulaire et humorale de la réponse immunitaire. Certaines d'entre

elles proposent une classification combinant ces deux composantes. Elles sont basées

sur la technologie brevetée HIR développée et utilisée au Canada pour estimer la

compétence immunitaire des vaches laitières (47).

Cette technologie a pour objectifs d'identifier les animaux présentant une forte

réponse immunitaire à une immunisation avec un antigène modèle. Elle peut être

mise en œuvre selon diverses modalités permettant d'évaluer uniquement la réponse

immunitaire adaptative humorale ou les deux volets de la réponse immunitaire

adaptative. La première modalité de mise en œuvre étant incluse dans la seconde,

seule cette dernière sera présentée.

L'évaluation de la réponse adaptative consiste donc à :
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1. J0 - Collecter du sang pour le dosage des anticorps par enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) et immuniser les animaux avec des antigènes induisant

une réponse immunitaire de type 1 et de type 2 qui sont considérées comme

associées à une réponse de type cellulaire ou humorale 3 ;

2. J14 - Collecter du sang pour le dosage des anticorps après immunisation,

mesurer l'épaisseur du pli cutané et ré-injecter l'antigène de type 1 pour

induire une réaction d'hypersensibilité retardée ;

3. J15 ou J16 - Mesurer une seconde fois l'épaisseur du pli cutané.

Les antigènes peuvent être librement choisis par l'opérateur. Toutefois, le brevet

suggère l'utilisation des antigènes suivant (341) :

— antigènes induisant une réponse de type 1 : Mycobacterium bovis et Myco-

bacterium phlei comme bactéries intracellulaires ; la concanavaline A et la

phytohémagglutinine comme substances mitogènes,

— antigènes induisant une réponse de type 2 : l'ovalbumine, le lysozyme de blanc

d'œuf, l'albumine sérique humaine ou encore des hématies allospécifiques.

La réponse immunitaire humorale est donc estimée par le biais de la concentration

en anticorps contre l'antigène de type 2 tandis que la réponse cellulaire est évaluée

via l'intensité de la réponse d'hypersensibilité retardée, elle-même évaluée à travers

la différence entre les deux mesures consécutives de l'épaisseur du pli cutané.

La réponse immunitaire globale est évaluée par un index mathématique corres-

pondant à la combinaison linéaire des deux grandeurs précédentes. Les coefficients

de cette combinaison permettent à l'opérateur de choisir le poids donné à l'une

ou l'autre des deux composantes de la réponse immunitaire. La valeur calculée est

ensuite centrée et réduite au sein de la population d'étude pour obtenir l'index final.

Les individus ayant un index supérieur à 1 sont classés parmi les forts répondeurs

tandis que les individus ayant un index inférieur à -1 sont classés parmi les faibles

répondeurs, ceux restants étant classés parmi les répondeurs moyens.

3. Cette association entre les réponses immunitaires de type 1 et 2, et les types cellulaire ou
humoral ne fait pas consensus dans la communauté scientifique.
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1.4.2.2. Compétence immunitaire et troubles de la santé et de la production

Plusieurs études ont étudié le lien entre la compétence immunitaire, évaluée

par la méthode HIR, et différents caractères phénotypiques. L'une d'entre elles a

étudié l'évolution des compétences immunitaires cellulaire et humorale en fonction

de l'âge et de la gestation (342). Celle-ci a mis en évidence une augmentation de

la réponse de type 1 jusqu'à 10 mois d'âge puis une réponse de type 2 croissante

avec l'âge et la durée de la gestation. Les compétences immunitaires cellulaire et

humorale semblent être principalement corrélées aux proportions de LTγδ et de LB

périphériques, respectivement (343). Par ailleurs, les individus ayant une réponse

humorale élevée semblent avoir une plus faible incidence de mammites et une

meilleure réponse au vaccin contenant E. coli J5 (344).

Une étude s'intéressant au lien entre compétence immunitaire globale et mam-

mites rapporte des incidences de mammites plus élevées chez les vaches ayant

une réponse immunitaire moyenne que celles ayant une réponse forte (345). Les

faibles répondeuses ont également tendance à avoir une incidence de mammites

plus élevée que les fortes répondeuses bien que cette différence ne soit pas signifi-

cative (345). De même, une seconde étude rapporte respectivement 30,7, 27,9 et

17,1 cas de mammite pour 100 vaches-année chez les faibles, moyennes et fortes

répondeuses (346). Cette même étude précise que les cas étaient plus sévères chez

les faibles répondeuses. Toujours d'après la même étude, il ne semble pas y avoir de

relation entre l'incidence des métrites, de la cétose et la compétence immunitaire. En

revanche, les individus faiblement répondeurs sont davantage sujets au déplacement

de caillette et à la non-délivrance (346).

Concernant les performances de reproduction, il existe une relation favorable entre

la compétence immunitaire et le nombre d'IA pour obtenir une IA fécondante (51).

Enfin, la relation entre la production laitière et la compétence immunitaire varie

selon le rang de parité. En effet, chez les multipares, la production laitière augmente

avec la compétence immunitaire tandis que la relation inverse est observée chez les

primipares (347).

Finalement, étant donné les différentes relations présentées précédemment, la

sélection sur la compétence immunitaire, telle qu'évaluée par la méthode HIR, semble
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pertinente pour améliorer la santé des vaches laitières. Cependant, la méthode HIR

présente un certain nombre de limites. Tout d'abord, l'évaluation de la compétence

immunitaire in vivo par le biais d'une immunisation nécessite d'intervenir plusieurs

fois sur les animaux, limite le nombre d'antigènes administrés simultanément et

restreint la compétence immunitaire à son volet adaptatif. De plus, soumettre des

animaux à une immunisation sans objectif sanitaire soulève des questions d'éthique

et de bien-être animal. Enfin, la réponse immunitaire cellulaire est restreinte à une

réaction d'hypersensibilité retardée. Toutefois, vu les résultats encourageant de la

technologie HIR, il paraît opportun de développer une méthode d'évaluation de la

compétence immunitaire permettant de s'affranchir de ces limites et utilisable à

grande échelle.
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Étude expérimentale
2

2.1 Objectifs scientifiques, question de recherche

et stratégie de l'étude
Comme nous l'avons vu précédemment, en réponse à la demande croissante

en produits laitiers, les programmes de sélection génétique des vaches laitières

se sont focalisés initialement sur des caractères de production. Ces derniers étant

corrélés négativement aux caractères fonctionnels, leur sélection a conduit à une

détérioration de la santé des vaches laitières, en particulier la santé mammaire.

L'intégration plus récente de caractères liés à la résistance aux mammites, tels

que les CCS et l'incidence des mammites cliniques, devrait permettre d'enrayer cette

dégradation. Bien que ces caractères permettent de sélectionner des vaches plus

résistantes, ils ne s'intéressent pas directement à leur compétence immunitaire. Des

études ont justement tenté de définir de tels indicateurs. Celles-ci s'appuient sur la

technologie HIR, utilisée actuellement dans les programmes de sélection canadiens.

Bien que cette technologie ait permis de sélectionner des vaches laitières ayant une

meilleure compétence immunitaire, elle présente des contraintes limitant son usage

à large échelle.

Plus récemment, une méthode d'immunophénotypage standardisée a été dévelop-

pée pour un usage en médecine humaine (348). Elle consiste à doser un panel de

cytokines sécrétées en réponse à une stimulation ex vivo d'un échantillon de sang

total. Le dosage des cytokines est réalisé au moyen de la technologie Luminex®

xMAP®. La stimulation de l'échantillon sanguin est initiée par l'ajout d'un agent

pathogène ou d'un ligand spécifique à un PRR donné. Cette méthode a permis de
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mettre en évidence, d'une part, une signature cytokinique propre à chaque stimulus

et, d'autre part, des groupes phénotypiques parmi la population étudiée.

En comparaison à la technologie HIR, elle présente de nombreux atouts pour

évaluer la compétence immunitaire. En effet, en tant que messagers intercellulaires

sécrétés par les cellules immunitaires, les cytokines constituent des biomarqueurs

de choix pour évaluer les réponses immunitaires innée et adaptative. Cependant,

leur pléiotropisme, la redondance de leurs fonctions, leurs synergies et leurs anta-

gonismes impliquent de les doser simultanément pour caractériser assez largement

la réponse immunitaire. Cette simultanéité des dosages représentait un réel défi

jusqu'à l'arrivée sur le marché des méthodes de multiplexage dont fait partie la

technologie Luminex® xMAP®. Les principes de fonctionnement de cette technologie

sont présentés en détail dans l'Annexe C.

L'Unité Mixte de Rercherche (UMR) Interactions Hôtes-Agents Pathogènes (IHAP)

a développé une méthode analogue permettant de cribler la réponse immunitaire

des bovins. Les cytokines ont été choisies de façon à couvrir les volets inné et

adaptatif de la réponse immunitaire. Les stimuli employés sont des agents bactériens

de mammites fréquemment rencontrés chez les bovins ainsi que des ligands de TLR

(Figure 2.1). Les agents de mammites retenus sont S. aureus, S. uberis et E. coli,

connus pour activer le TLR2 ou le TLR4. Les ligands des TLR, FSL-1 et LPS, ont été

choisis de façon à activer spécifiquement les TLR associés aux agents de mammite

sélectionnés. Le troisième et dernier ligand des TLR, GDQ, active spécifiquement le

TLR7/8.

En s'appuyant sur cette nouvelle méthode, l'objectif scientifique de ce projet est

d'investiguer la diversité de la réponse immunitaire des vaches laitières, en particulier

son versant cellulaire, en lien avec le parcours de vie et les performances, l'hypothèse

sous-jacente étant qu'il existe des phénotypes immunitaires variables chez la vache

laitière. L'ensemble des travaux menés s'est donc attaché à répondre à la question

de recherche suivante : quels sont les facteurs qui font varier la réponse des vaches

laitières à des tests sanguins?

Afin de répondre à cette question, la première partie du volet expérimental de cette

thèse est consacrée à (i) la validation de la méthode de dosage des cytokines bovines
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FIGURE 2.1. : Stimuli et TLR associés.

par la technique multiplexe développée par l'UMR IHAP, (ii) la caractérisation de la

diversité intra-individuelle de la réponse immunitaire vis-à-vis des divers stimuli et

à l'identification des principales cytokines les discriminant. La seconde partie vise

à identifier les facteurs influençant la réponse à ces stimulations et à investiguer

l'existence d'une typologie de la diversité de la réponse interindividuelle induite par

un stimulant couramment utilisé, le LPS. La troisième et dernière partie du volet

expérimental reprend les principes de la partie précédente en l'étendant de façon

synthétique à d'autres stimuli.
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2.2 Matériels et méthodes généraux

2.2.1 Population d'étude
Les vaches de l'étude sont issues d'une sélection génétique divergente sur

la résistance aux mammites, menée dans l'unité expérimentale du Pin (doi :

10.15454/1.5483257052131956E12) de l'Institut National de Recherche pour

l'Agriculture, l'Alimentation et l'Environnement (INRAE). Les deux lignées sont

supposées sensible et résistante aux mammites, et ont été créées à partir de taureaux

d'insémination. Les taureaux ont été sélectionnés à partir de leurs INCELL et

INMACL, l'INSAMA n'étant pas connu au moment des IA. Selon la moyenne des

deux index retenus, les taureaux ont été classés parmi les intervalles ]−∞; −1],

]−1; −0, 15], ]−0, 15; 0, 15], ]0, 15; 1] et ]1; +∞] correspondant respectivement à

des taureaux très sensibles, sensibles, neutres, résistants et très résistants aux

mammites. Un premier lot de femelles a été inséminé avec ces taureaux. Leurs filles

ont ensuite été inséminées avec un taureau issu de la même classe que leur père

pour amplifier la divergence. L'ensemble des vaches a été génotypé avec la puce

EuroG10k (Illumina Inc., San Diego, CA). Chaque vache possède donc sa propre

prédiction génomique provenant de l'évaluation nationale.

L'étude a été conduite sur 107 vaches Prim'Holstein ayant un âge moyen de

3,4 ± 1,0 ans. Le rang de parité moyen était de 1,9 ± 0,9 avec, respectivement,

44, 43 et 20 vaches en premier, deuxième et troisième rang de lactation ou plus.

Sur les 107 vaches, 28 étaient gravides (23 ± 18 jours de gestation) au moment

de la collecte des échantillons de sang utilisés dans la suite du protocole. Les

vaches étaient indemnes de maladies zoonotiques telles que la brucellose ou la

tuberculose, et indemnes de leucose bovine enzootique (LBE). Leur statut sanitaire

a été évalué minutieusement durant les quatre semaines encadrant les prélèvements

sanguins. Seulement quelques troubles mineurs ont été décelés sur cette période : six

mammites cliniques, une cystite et un cas de boiterie. Les vaches concernées n'ayant

pas présenté des profils cytokiniques divergents, leurs données ont été conservées

pour les analyses. Enfin, toutes les vaches ont été conduites en un lot unique et, donc,
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exposées aux mêmes facteurs environnementaux. La ration alimentaire distribuée

a été constante tout au long de l'expérience avec un accès aux pâtures d'avril à

octobre.

2.2.2 Données d'élevage
L'ensemble des données suivantes a été collecté sur chacune des vaches durant la

lactation d'échantillonnage : production laitière par traite, composition en matières

utiles du lait (taux butyreux (TB) et taux protéique (TP)) bihebdomadaire, BHB

et acétone bihebdomadaires par spectrométrie moyen infrarouge (MIR), lactose et

urée hebdomadaires et CCS bihebdomadaires. Ces derniers ont été mesurés avec un

compteur de cellules somatiques Fossomatic - Model 90 (Foss Food technology, Hille-

rod, Denmark). Les CCS ont ensuite été transformés en score de cellules somatiques

(SCS) à l'aide de la formule suivante :

SCS = log2

(CCS
105

)
+ 3 (2.1)

En plus de l'INSAMA, l'INMACL et l'INCELL, d'autres index de production, fonction-

nels, de morphologie et synthétiques étaient disponibles. Ces derniers sont présentés

dans l'Annexe B. Pour chacune des vaches, la durée de la lactation, le lait 305 et les

dates de vêlage, d'IA et de survenue des événements sanitaires (mammites cliniques,

boiteries et autres affections) étaient disponibles.

2.2.3 Collecte, préparation et stimulation des échantillons
Les prélèvements sanguins ont été réalisés à 101 ± 11 jours après le vêlage afin

d'éviter la phase de dépression immunitaire qui survient après le vêlage favorisant la

survenue de maladies infectieuses (349). Le sang a été directement prélevé à la veine

jugulaire avec des seringues de 1,2 mL renfermant des billes recouvertes d'héparine

de lithium (16 UI par millilitre de sang) (S-Monovette®, Sarstedt Marnay, France).

Chaque seringue a été remplie au préalable avec un stimulus à la concentration 10×
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dans un volume de 200 µL de RPMI-1640 avec 0,1% de sérumalbumine bovine et

10× d'un mélange de pénicilline et de streptomycine.

Deux catégories de stimulus ont été utilisées : trois bactéries tuées par la chaleur

(heat-killed) et trois ligands des TLR (Tableau 2.1). Les premières étaient Escherichia

coli (HKEC), Staphylococcus aureus (HKSA) et Streptococcus uberis (HKSU) tandis que

les seconds étaient le FSL-1, le LPS et GDQ, se liant respectivement aux TLR2/6, 4 et

7/8 chez les bovins. Tous les stimuli proviennent de InvivoGen (Toulouse, France), à

l'exception de HKSU qui a été fourni par FB. Gilbert (ISP, INRAE, Nouzilly, France).

Cette dernière est une souche HKSU 2211 appartenant au Multilocus Sequence Type

(MLST) 6 (complexe clonal 5, un des plus fréquents en Europe (171,350)) isolée à

partir d'une mammite clinique. Après avoir été cultivées dans du Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM) et dosées par densité optique, les bactéries ont été inactivées

par un traitement à 70°C pendant 50 minutes. L'inactivation a été vérifiée par une

mise en culture sur une gélose au sang coulée dans une boîte de Petri.

TABLEAU 2.1. : Stimuli auxquels les prélèvements sanguins ont été exposés.

Stimulus Abréviation Concentration Source Récepteur

Bacteries

HK Escherichia coli

O111 :B4

HKEC 10e7/mL Invivogen

tlrl-hkeb2

complexe

HK Staphylococcus

aureus

HKSA 10e7/mL Invivogen tlrl-hksa complexe

HK Streptococcus uberis HKSU 10e7/mL HM complexe

MAMPS

Fibroblast-Stimulating

Lipopeptide 1

FSL-1 1 µg/mL Invivogen tlrl-fsl TLR2/6

Imidazoquinoline GDQ 3 µg/mL Invivogen tlrl-gdq-5 TLR7/8

Lipopolysaccharide LPS 3 µg/mL Invivogen

tlrl-3pelps

TLR4

La stimulation a commencé dès le prélèvement et les échantillons ont été incubés

à 38,5°C (température rectale des adultes de l'espèce Bos taurus) pendant 24h. À

la fin de la période d'incubation, les tubes ont été centrifugés à 750 g pendant 10

48 Chapitre 2 Étude expérimentale



minutes. Le plasma obtenu a été aliquoté dans des plaques de 96 puits et conservé

immédiatement à -20°C.

2.2.4 Dosage des cytokines et des chimiokines
2.2.4.1. Dilution des échantillons

Les échantillons de plasma ont été décongelés à 37°C et remis en suspension.

Environ 100 µL ont été transférés dans des plaques de 96 puits à fond conique. Ils

ont ensuite été centrifugés à 450 g pendant 5 minutes afin de retirer d'éventuels

débris. Enfin, 30 µL ont été transférés dans une nouvelle plaque de 96 puits à fond

conique et dilués au dixième avec le tampon de dosage.

2.2.4.2. Dosage via le multiplexage à billes

Les concentrations des cytokines ont été déterminées avec le kit Milliplex xMAP®

développé par notre équipe pour le dosage de 15 cytokines bovines (SPRCUS706,

Milliplex®, xMAP®, Merck-Millipore, France). Les analytes d'intérêt comprennent

cinq cytokines impliquées dans la réponse immunitaire innée (IL-1α, IL-1β, IL-1RA,

IL-6 et TNF-α), cinq cytokines intervenant dans la réponse immunitaire adaptative

(IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ et IL-17A) et cinq chimiokines (CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-

1a), CCL4 (MIP-1b), CXCL8 (IL-8) et CXCL10 (IP-10)).

Les dosages ont été réalisés sur onze plaques de 96 puits à six dates différentes par

un unique opérateur. Les plaques ont été organisées par lot de deux. Chaque session

de dosage portait sur un seul lot. Dans chaque lot, les deux plaques contenaient les

échantillons de contrôle haut et bas, fournis avec le kit, mais seulement une des

deux plaques contenait la gamme étalon (7 points d'étalonnage). Les échantillons

de contrôle et d'étalonnage ont été dosés en duplicata tandis que les échantillons

provenant des vaches ont fait l'objet d'une seule mesure chacun.

Chaque plaque a été lavée avec 200 µL de tampon de lavage sous agitation

pendant 10 minutes à température ambiante. Pour les étalons et les contrôles, 25 µL

de solution contenant les billes (agitée au préalable), 25 µL de solution de contrôle

ou d'étalon et 25 µL de sérum matrice ont été versés dans chaque puits (volume
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total de 75 µL). Pour les échantillons provenant des vaches, les puits ont été remplis

avec 25 µL de solution contenant les billes, 25 µL de tampon de dosage et 25 µL de

plasma dilué comme indiqué précédemment. Les plaques ont ensuite été recouvertes

d'un film plastique et de papier aluminium avant d'être incubées à 4°C sous agitation

(500-700 tr.min-1) durant toute une nuit. À la fin de l'incubation, les plaques ont

été lavées trois fois avec du tampon de lavage. Afin de maintenir les billes dans

les puits, les plaques ont été placées sur un support aimanté pendant une minute

avant le retrait du surnageant et la procédure de lavage. Ensuite, 25 µL de solution

de détection ont été ajoutés dans chaque puits. Les plaques ont été couvertes de

film plastique et incubées sous agitation (500-700 tr.min-1) pendant une heure à

température ambiante. Pour mettre en évidence les anticorps secondaires, 25 µL

d'une solution de conjugué de streptavidine phycoérythrine ont été ajoutés. Les

plaques ont ensuite été remises en incubation pendant trente minutes à température

ambiante. Après l'incubation, les plaques ont été lavées trois fois selon la même

procédure que celle décrite précédemment. Les billes de chaque puits ont été remises

en suspension dans 150 µL de liquide de gaine. Enfin, les plaques ont été recouvertes

de film plastique et incubées pendant cinq minutes à température ambiante.

2.2.4.3. Acquisition des données

Pour le calcul des Median Fluorescence Intensity (MFI), les intensités de fluo-

rescence ont été capturées à l'aide du système d'acquisition MAGPIX® (Luminex®)

équipé d'un capteur photographique charge-coupled device (CCD). Les données

émises par le MAGPIX® ont ensuite été traitées avec le logiciel xPONENT® (version

4.2.1324.0, Luminex Corp, Austin TX USA).
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2.3 Évaluation d'une méthode de profilage des

cytokines sur sang entier et caractérisation de

la diversité de la réponse immunitaire cellulaire
Cette partie de l'étude a fait l'objet d'une publication parue le 23 mai 2022 dans

le journal Frontiers in immunology. L'article complet est accessible en page 56. Les

paragraphes suivants en font la synthèse.

2.3.1 Contexte, problématique et objectifs
Les cellules immunitaires jouent un rôle essentiel dans le maintien de l'intégrité

des organismes vivants (351). La communication entre celles-ci est assurée par

des médiateurs solubles, les cytokines. Un dysfonctionnement de cette communi-

cation aboutit généralement à une augmentation de la sensibilité d'un individu à

des maladies infectieuses, une propension aux états inflammatoires ou encore la

survenue de maladies autoimmunes. L'étude des cytokines représente donc un réel

enjeu pour la compréhension de nombreux mécanismes physiopathologiques. Étant

sécrétées à des concentrations de l'ordre du pg.mL-1, les cytokines requièrent des

méthodes de dosage très sensibles et très spécifiques. Bien que l'ELISA réponde à

ces critères, il ne permet pas de doser simultanément plusieurs cytokines dans un

même échantillon, contrairement aux méthodes de multiplexage à billes telles que

la technologie Luminex®. A cette fin, Merck Millipore a développé un kit de dosage

adapté à l'espèce bovine permettant d'investiguer, à la fois, les réponses immunitaires

innée et adaptative. Par ailleurs, la stimulation ex vivo d'échantillons de sang total a

déjà fait ses preuves pour investiguer la réponse immunitaire cellulaire face à un

stimulus.

Ainsi, cette étude propose (i) une évaluation des performances analytiques du

kit de dosage proposé par Merck Millipore, (ii) la définition de profils cytokiniques

en réponse à des stimuli (trois agents de mammites majeurs et trois ligands des
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TLR) et (iii) l'identification des combinaisons minimales de cytokines permettant de

discriminer au mieux ces stimuli.

2.3.2 Matériels et méthodes
L'ensemble des analyses statistiques a été conduit sur les dosages cytokiniques

décrits dans la section 2.2.

2.3.2.1. Validation « pré-étude » de la méthode de dosage

L'évaluation des performances analytiques du kit de dosage a été réalisée sur les

MFI brutes (sans soustraction du blanc) (352) selon les étapes recommandées par

Findlay et al. (353).

La première étape consiste à calibrer les courbes dose-réponse à partir de la gamme

d'étalonnage. Les courbes dose-réponse des dosages immunologiques étant sig-

moïdes, elles ont été modélisées par des fonctions logistiques à quatre ou cinq

paramètres. Le nombre de paramètres a été choisi en comparant les Akaike Informa-

tion Criterion (AIC) des deux modèles, le modèle retenu étant celui offrant le plus

petit AIC. La qualité des ajustements a été appréciée via l'intervalle des valeurs des

résidus standardisés et leur normalité. Les paramètres ont été estimés par le biais de

l'algorithme de Levenberg-Marqardt pondéré par les MFI moyennes.

La deuxième étape s'intéresse à la justesse des dosages, objectivée par le taux de

récupération, et la précision, estimée par le coefficient de variation (CV).

La troisième et dernière étape vise à définir les limites de quantification. Celles-ci

ont été estimées à partir des CV.

Ces étapes ont été effectuées pour chaque cytokine.

2.3.2.2. Discrimination des stimuli

La capacité de la méthode de multiplexage à distinguer les différents stimuli a été

investiguée au moyen d'une Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA)

multilevel. La PLS-DA classique est un algorithme de machine learning supervisé

réalisant une réduction de dimension. Les nouvelles composantes sont construites de
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façon à maximiser la covariance entre un jeu de variables continues (les cytokines)

et une variable discrète (le stimulus). Le fait de maximiser la covariance maximise

également la distance entre les groupes d'individus associés à chacune des modalités

de la variable discrète.

L'approche multilevel a été mise en œuvre pour tenir compte de la non-indépendance

des mesures induite par le plan d'échantillonnage (répétition de mesures). En effet,

cette approche permet de conserver la variabilité intra-individuelle (celle liée à la

nature du stimulus) tout en éliminant la variabilité interindividuelle (celle liée aux

individus).

Les PLS-DA multilevel ont été réalisées sur les concentrations des cytokines, les MFI

brutes et les MFI ajustées « à la moyenne » selon la méthode proposée par Cohen

et al. (354). L'ajustement « à la moyenne » consiste à associer un profil type de

sécrétion à un niveau moyen de sécrétion et d'évaluer, pour chaque cytokine, la

« distance » séparant chaque individu de son profil type. Cette « distance » correspond

à la valeur ajustée. Contrairement aux MFI brutes, les MFI ajustées à la moyenne

sont des valeurs relatives.

Enfin, les cytokines permettant de discriminer au mieux les stimuli ont été identifiées

avec une sparse PLS-DA (sPLS-DA), variante de la PLS-DA permettant de faire une

sélection de variable en appliquant une pénalisation de lasso.

2.3.3 Résultats
Les performances de la méthode de dosage sont bonnes pour l'ensemble des

cytokines, à l'exception de CXCL8, pour sa justesse et sa précision.

Dans toutes les conditions de stimulation, une augmentation de la quantité de

cytokines sécrétées a été observée par rapport au contrôle. Les agents de stimula-

tion GDQ et Heat-killed Streptococcus uberis (HKSU) ont généré les plus grandes

augmentations. Tous stimuli confondus, l'IFN-γ et le TNF-α sont les cytokines dont

la sécrétion augmente le plus tandis que CCL2, IL-2, IL-4 et IL-6 sont celles dont la

sécrétion augmente le moins.

Les stimuli bactériens sont associés à une augmentation de la sécrétion d'IL-1α, IL-1β
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et TNF-α, des cytokines fréquemment rencontrées dans les états inflammatoires,

ainsi que IFN-γ et IL-17A, des cytokines de la réponse immunitaire adaptative.

La PLS-DA multilevel conduite sur les MFI ajustées a permis de discriminer correc-

tement les stimuli bactériens (taux de mauvaise classification de 1,5% sur les deux

premières composantes). L'IFN-γ, TNF-α, IL-1α, IL-1β et CXCL8 étaient les cytokines

les plus discriminantes, HKSU se distinguant de Heat-killed Escherichia coli (HKEC)

et Heat-killed Staphylococcus aureus (HKSA) par des niveaux plus élevés d'IFN-γ,

TNF-α et IL-1α, et un niveau plus faible de CXCL8. HKSA se distingue des deux autres

stimuli bactériens par des sécrétions plus faibles d'IL-1α et IL-1β.

D'après les résultats de la sPLS-DA, l'IFN-γ, l'IL-1β et le TNF-α suffisent pour discri-

miner correctement les trois stimuli bactériens (taux de mauvaise classification de

5,6% et de 1,6% sur les deux et trois premières composantes, respectivement).

Concernant les ligands TLR, la PLS-DA multilevel présente un pouvoir discriminant

plus faible que pour les bactéries (taux de mauvaise classification de 10,2 et 6,8%

sur les deux et trois premières composantes respectivement). GDQ se distingue

clairement du LPS et FSL-1 par des sécrétions plus élevées de TNF-α, IFN-γ, IL-1β

et CXCL10, et plus basses en CXCL8 et CCL3. LPS présente des valeurs plus élevées

en IL-6 et plus basses en IL-1β que FSL-1. La sPLS-DA a montré que le TNF-α et

l'IL-6 permettaient de différencier correctement les trois ligands des TLR (taux de

mauvaise classification de 8,4% sur les deux premières composantes).

La PLS-DA réalisée sur l'ensemble des stimuli, à l'exception de GDQ, a montré que

HKEC et LPS, deux stimuli connus pour activer le TLR4, présentaient des signatures

cytokiniques similaires. Cette similarité n'a pas été retrouvée entre HKSA et FSL-1,

censés activer TLR2, et HKSU, LPS et FSL-1, HKSU activant les TLR2 et 4.

Les analyses précédentes ont également été conduites sur les MFI brutes et ont

donné des résultats similaires.

2.3.4 Conclusion
Le kit de Merck Millipore développé pour la technologie Luminex® présente des

performances suffisantes pour le dosage de cytokines bovines même si certaines
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cytokines telles que CXCL8 et CCL3, mériteraient d'être recalibrées. Toutefois, ces

cytokines n'ont pas empêché une bonne discrimination des stimuli bactériens par la

PLS-DA. La stimulation ex vivo d'échantillons de sang total avec les trois agents de

mammite (Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Streptococcus uberis) a permis de

mettre en évidence un profil cytokinique propre à chacun d'entre eux. Les cytokines

permettant de les discriminer au mieux sont l'IFN-γ, l'IL-1β et le TNF-α. Cependant,

il est important de garder à l'esprit que les stimulations ont été réalisées avec des

bactéries tuées par la chaleur. Les réponses cellulaires observées pourraient donc

différer de celles causées par des bactéries vivantes. En comparaison à une autre

étude (355), la stimulation ex vivo immédiatement après le prélèvement présente

l'avantage de limiter le nombre de manipulations de l'échantillon et l'activation non

spécifique des cellules immunitaires. Ainsi, les valeurs obtenues via cette méthode

sont certainement plus proches des valeurs observables in vivo. De plus, en permet-

tant le dosage simultané de plusieurs cytokines, le multiplexage à billes offre des

mesures plus fiables que celles issues de l'ELISA.

Bien que les PLS-DA réalisées sur les MFI ajustées « à la moyenne » donnent des

résultats similaires à ceux obtenus pour les MFI brutes, l'ajustement « à la moyenne »

offre une lecture différente des profils cytokiniques. Par ailleurs, en prenant en

compte la répétition des mesures, l'approche multilevel a permis d'améliorer sen-

siblement les performances de la PLS-DA. Cette amélioration est révélatrice d'une

grande variabilité interindividuelle qui fait l'objet des deux volets suivants de la

thèse. Pour finir, cette étude a permis de poser les bases d'un protocole standardisé

pour étudier la réponse immunitaire cellulaire chez les bovins laitiers, aussi bien

pour la réalisation des dosages cytokiniques que pour leur analyse statistique.
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Ligands in Cattle
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Haras, France, 3 GABI, Université de Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, Jouy-en-Josas, France, 4 ISP, Université de Tours,
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Recent developments in multiplex technologies enable the determination of a large nu
\mber of soluble proteins such as cytokines in various biological samples. More than a
one-by-one determination of the concentration of immune mediators, they permit the
establishment of secretion profiles for a more accurate description of conditions related to
infectious diseases or vaccination. Cytokine profiling has recently been made available for
bovine species with the development of a Luminex® technology-based 15-plex assay.
Independently from the manufacturer, we evaluated the bovine cytokine/chemokine
multiplex assay for limits of detection, recovery rate, and reproducibility. Furthermore,
we assessed cytokine secretion in blood samples from 107 cows upon stimulation with
heat-killed bacteria and TLR2/4 ligands compared to a null condition. Secretion patterns
were analyzed either using the absolute concentration of cytokines or using their relative
concentration with respect to the overall secretion level induced by each stimulus. Using
Partial Least Square-Discriminant Analysis, we show that the 15-cytokine profile is
different under Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Streptococcus uberis
conditions, and that IFN-g, IL-1b, and TNF-a contribute the most to differentiate these
conditions. LPS and E. coli induced largely overlapping biological responses, but S.
aureus and S. uberis were associated with distinct cytokine profiles than their respective
TLR ligands. Finally, results based on adjusted or absolute cytokine levels yielded similar
discriminative power, but led to different stimuli-related signatures.
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INTRODUCTION

The last decade has witnessed an increase in the popularity of
sequencing-based technologies like genomics and transcriptomics
(1, 2). They allow the description of the genome structure and its
expression in multiple tissues, organisms, and biological conditions.
However, without protein-level information, it may be difficult to
interpret the results of receptor–ligand interactions. These
interactions are particularly important for certain classes of
immune proteins like cytokines, which are a group of small
molecules mediating dialogs between cells involved in the
functions of the immune system. The fine-tuned regulation of
their expression often leads to short ranges of biological variations
but strong physiological effects (3), so that their dosage requires
highly sensitive and specific methods. These criteria are met by
immune-based methods, such as enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), which is a common but time-consuming technique
due to its low throughput. For high-scale detection and
measurement of cytokines, several multiplexing techniques have
been developed to determine concentrations in human and
laboratory species, like the planar electro-chemiluminescence
assay, known as the Mesoscale® technology for its commercial
version, or bead-based assay, like the Luminex® technology (4).

Such assays are still scarce in most domestic species like
ruminants, for investigating biological situations such as
responses to inflammatory conditions, infectious diseases, or
vaccination. Ruminants (cattle, goats, and sheep mainly) are of
special interest because of the multiple services they provide to
humans. However, they may also be sources of zoonotic diseases
of public health concern (like tuberculosis, brucellosis, etc.). A
central way of keeping good health in ruminant species may be a
well-functioning immune system (5). Until recently, the study of
their immunity was essentially conducted through serology in
serum or milk. Antibody quantification is an easy way to assess
exposure or immunity, and it is much more relevant to viruses
due to the production of neutralizing antibodies that are the final
effectors in clearing the infection. In contrast, for bacteria,
antibodies may increase opsonophagocytosis, but neutrophils
and macrophages are central to the bactericidal activity. Progress
made in understanding the immune responses to pathogens has
emphasized the importance of the cell-mediated response,
besides the production of immunoglobulins. Activation of the
cellular response, with both innate and adaptive arms acting in
concert against a pathogen or after contact with microbial-
associated molecular patterns (MAMPs), leads to the secretion
of various kinds of cytokines. Profiling secretion enables the
characterization of a specific response and is informative on the
mechanisms mobilized by the organism to fight the pathogen-
related disease. This method is already applied for the detection
of exposure or chronic infection by some pathogens like
Mycobacterium spp., Mycobacterium tuberculosis, and M. bovis,
the causal agents of tuberculosis in humans and cattle,
respectively. Screening for the presence of a mycobacterial
infection relies on IFN-g detection, a cytokine released during
the cell-mediated response in infected organisms (6), but several
other cytokines are also involved in the response to
mycobacteria. These might be helpful to differentiate among

the various disease or infection states (7), and thoroughly
describe immunity to mycobacteria and its underlying
mechanisms, as recently suggested (8). Several attempts were
also made to assess bovine innate immunity using whole blood
assays (9, 10).

Recent technologies such as the Luminex®, a multiplex bead-
based immunoassay platform, meet the criteria for high
throughput, sensitivity, and specificity. The technology uses
magnetic or polystyrene microscopic beads to bind a specific
target analyte. Beads are dyed with a given fluorophore, enabling
the identification of the target. A second fluorophore enables us
to quantify the amount of analyte bound to each bead. This
method allows the quantification of up to 100 different analytes
in a single sample. This high-throughput technology provides
data at an unusual scale for the description of the cytokine
response. Indeed, cytokine profiling is becoming more and more
popular, and a recent description of highly perturbed cytokine
secretion in patients with COVID-19 (11) or influenza (12)
infection shows that the method of data analysis might be
improved over the linear description of cytokine changes. Data
clustering has been recently proposed to resolve this issue for
mining cytokine profiles and ease their biological interpretation.
Improved methodology, such as the Cytomod adjustment
procedure (13), is required when a comparison of the cytokine
profiles is made between several conditions, whether they are
health-related conditions or laboratory-based assays.

In this study, we describe the assessment of the response to
different stimulatory agents like bacteria and Toll-like receptor
(TLR) ligands by measuring cytokine and chemokine secretion
using a bead-based assay newly developed for the bovine species.
We evaluated the assay performance independently of the
manufacturer on samples prepared using a standardized whole
blood assay on a large group of cattle. Here, we show that the
bead-based multiplex assay combined with a multivariate
analysis allows the discrimination of different kinds of stimuli
used to induce cytokine secretion and describes a new
methodology to exploit these data for an improved
interpretation over existing methods.

MATERIALS AND METHODS

Study Population
The study was conducted on 107 Holstein–Friesian cows from
the Pin-au-Haras farm, an experimental dairy cow facility (doi:
10.15454/1.5483257052131956E12) of the French National
Research Institute for Agriculture, Food and Environment
(INRAE). The average age was 3.4 ± 1.0 years, and 44, 43, and
20 cows were respectively in their first, second and third or
higher lactation, for an average parity number of 1.9 ± 0.9. Of the
107 cows, 28 were pregnant when sampled (23 ± 18 days).
Animals were free from zoonotic infections like brucellosis and
tuberculosis, and also free from bovine leukosis. Their health
status has been carefully examined from two weeks before to two
weeks after the blood drawing. Only minor health events (six
mastitis, one cystitis, and one lameness case) were recorded in
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this time frame, and none yielded a divergent cytokine profile, so
all data were kept for analysis. All cows were managed in a single
herd and, hence, exposed to the same environmental factors.

Sample Preparation and Stimulation
Blood sampling was performed at 101 ± 11 days post-calving to
avoid the period of highest predisposition to infectious diseases
due to immune depression in the month after calving, as
previously reported (14). Blood was drawn at the jugular vein
directly into 1.2 ml stimulation syringes coated with lithium
heparin (S-Monovette®, Sarstedt Marnay, France), and
containing 200 µl of 10× stimulating reagent in RPMI-1640 with
0.1% serum albumin and 10× penicillin/streptomycin. In this
study, two types of stimulating agents were used: three heat-
killed bacteria and three Toll-like receptors (TLR) ligands
(Table 1). Heat-killed bacteria were Escherichia coli (HKEC),
Staphylococcus aureus (HKSA), and Streptococcus uberis
(HKSU). The TLR ligands were a synthetic diacylated
lipoprotein named Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1 (FSL-1),
lipopolysaccharide (LPS), and gardiquimod (GDQ) binding to
TLR2/6, 4, and 7/8, respectively in cattle. All reagents were from
InvivoGen (InvivoGen, Toulouse, France) except HKSU, which
was a home-made preparation kindly provided by FB. Gilbert
(ISP, INRAE, Nouzilly, France). Briefly, the HKSU 2211 strain was
isolated from a bovine clinical mastitis and was characterized as
belonging to the Multilocus Sequence Type (MLST) 6 (clonal
complex 5, which is one of the most frequently isolated in Europe
(15, 16)). After culture in Dulbecco’s modified Eagle medium and
optical density determination, bacteria were heat-inactivated at 70°
C for 50 min. Inactivation was verified by culture on blood agar
Petri dishes.

Stimulation began immediately upon collection and samples
were incubated at 38.5°C (the rectal temperature of Bos taurus
adults) for 24 h. At the end of the incubation period, tubes were
spun down at 750 g for 10 min, and plasma samples were aliquoted
into 96-well plates for immediate storage at −20°C.

Ethics Statement
All procedures involving animals received approval from the
Ethics Committee on Animal Experimentation (agreement No.
2016082518447444), with all applicable provisions established by
the European directive 2010/63/UE. All methods were
performed by approved staff members in accordance with the
relevant standard operating procedures approved by the above-

mentioned ethics committee. We handled all the animals used in
this study in strict accordance with good clinical practices, and
we made all efforts to minimize suffering.

Cytokine and Chemokine Measurement
Sample Dilution
Plasma samples were defrosted at 37°C and carefully resuspended.
Approximately 100 µl were transferred to 96-well conical bottom
plates and centrifuged for 5 min at 450g to remove any debris that
might be present. Then, 30 µl were transferred into new 96-well
conical bottom plates and diluted to 1:10 with assaying buffer.

Bead-Based Multiplex Assay
Cytokine concentrations were determined with a custom 15-
plex bovine cytokine assay developed by Merck-Millipore
(SPRCUS617, Millliplex® xMAP®, Merck-Millipore, France).
The analytes consist of five cytokines involved in the innate
response (IL-1a, IL-1b, IL-1RA, IL-6, and TNF-a), five of the
adaptive response (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-g, and IL-17A), and
five chemokines (CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4
(MIP-1b), CXCL8 (IL-8), and CXCL10 (IP-10)).

Assays were carried out on a set of eleven 96-well plates on
six separate dates by a single operator by running a batch of
two plates. Both plates of a batch contained the low and high
concentration controls, but only one contained the seven-point
standard. Controls and standards were assayed in duplicates,
while the cow samples were assayed as single points.

Each plate was first washed with 200 µl of wash buffer under
agitation for 10 min at room temperature. For the standards
and controls, 25 µl of bead solution (vortexed beforehand) was
placed into each well, and 25 µl of standard or control solution
and 25 µl of matrix serum (total volume of 75 µl) were added.
For samples to be determined, wells were filled with 25 µl of
bead solution, 25 µl of assay buffer, and 25 µl of diluted plasma
as indicated above. Plates were covered with plastic film and
aluminum foil before incubation under agitation (500–700
rpm) overnight at 4°C. At the end of the incubation, the
plates were washed 3 times with a wash buffer. The beads
were retained by placing the plate on a magnetic support 1 min
before the supernatant harvest and during the entire wash
procedure. Then, 25 µl of detection solution was added to each
well. The plates were covered with plastic film and incubated
under agitation (500–700 rpm) for 1 h at room temperature.
To reveal the secondary antibody, 25 µl of streptavidin–

TABLE 1 | List of the stimuli used in the whole blood assay.

Stimulus Abbreviation Concentration Source Receptor

Bacteria
HK Escherichia coli O111:B4 HKEC 10e7/ml InvivoGen tlrl-hkeb2 complex
HK Staphylococcus aureus HKSA 10e7/ml InvivoGen tlrl-hksa complex
HK Streptococcus uberis HKSU 10e7/ml HM complex
MAMPS
Fibroblast-Stimulating Lipopeptide 1 FSL-1 1 µg/ml InvivoGen tlrl-fsl TLR2/6
Imidazoquinoline GDQ 3 µg/ml InvivoGen tlrl-gdq-5 TLR7/8
Lipopolysaccharide LPS 3 µg/ml InvivoGen tlrl-3pelps TLR4

HK, heat-killed; HM, home-made.
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phycoerythrin were added and incubated for 30 min at room
temperature. Plates were washed 3 times as previously
described. Finally, the beads of each well were resuspended
in 150 µl of sheath fluid, and the plates were covered with
plastic film and incubated for 5 min at room temperature.

Data Acquisition
To obtain the median fluorescence intensities (MFI),
fluorescence intensities were recorded on a MAGPIX® system
(Luminex®) equipped with a CCD camera and processed by the
xPONENT® software (version 4.2.1324.0, Luminex Corp, Austin
TX USA).

Statistical Analysis
Method Validation
The pre-study validation was performed as described by Findlay
et al. (17). Following the recommendations of Breen et al. (18),
analyses were carried out on raw MFI, i.e., without considering
the background values. A four- or five-parameter logistic
function was used to fit the dose–response curves to the
standard samples:

f x, b, c, d, e, fð Þ = c +
d − c

1 + 10b x−eð Þ� �f

with x the concentration, b the opposite of the slope of the
function at the inflection point, c the lower asymptote, d the
upper asymptote, e the concentration producing a halfway
response between c and d, and f the shape parameter (fixed at
1 in the case of a four-parameter logistic function).

The choice between a four- or five-parameter regression curve
was based on the Akaike Information Criterion (AIC). Parameter
estimation was performed using the Levenberg–Marquardt
algorithm (19), weighted by the mean of MFI values. This
weighting assumes a response–error relationship, i.e., the
function linking the mean to the MFI value standard deviation,
following a power-of-the-mean (POM) function (17):

s yð Þ = aE yð Þb

with y the analyte concentration, s the standard deviation of the
response, a the proportionality constant, E the mean response,
and b the shape parameter.

This assumption was checked for each analyte with linear
regression. The goodness of fit of the model was assessed from
the standardized residuals values and distributions.

For each cytokine, the recovery rate of the control samples
was computed according to the following formula:

t =
Cest

Cexp
� 100

with Cest the concentration estimated from the dose–response
curves and Cexp the expected concentration of the given control
sample. The recovery rate was considered correct if it was
comprised between 75 and 125% (17).

The precision was estimated by computing coefficients of
variation (CV). Assuming that the MFI values associated with a

given standard assay follow a log-normal distribution, the CV
was approximated with the following formula (20):

CV =
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
e s�ln 10ð Þð Þ2−1

p

with s the standard deviation of log-transformed MFI. The
values of s were computed by combining a bootstrap and a
delta method to ensure a better approximation. The CV was
computed for each cytokine and the six plates containing standards.

The “S”-shape of the logistic function decreases precision as
concentrations reach the asymptotes. Hence, it is necessary to
determine the limits of quantification within which
measurements are reliable. These limits correspond to
concentrations whose coefficient of variation does not exceed
25% (17), and were determined for each cytokine on the six
plates containing standards.

Stimuli Discrimination
To investigate the ability of the multiplex cytokine assay to
discriminate between different stimuli applied to blood
samples, several approaches were investigated, based on
estimated concentration values and raw or adjusted to the
mean MFI values.

Concentration values were computed with drLumi (21, 22).
Values outside the quantification range were assigned the upper
(lower) limit of quantification when above (below) the range.
MFI and concentration values were log10-transformed to handle
the heteroscedasticity inherent to immunoassay data.

Adjustment for individual mean cytokine levels was
performed after Cohen et al. (13) and adapted to several
stimuli conditions. This adjustment makes it possible to obtain
the stimulus-related relative cytokine level by considering the
average cytokine level secreted by each individual for a given
stimulus. More specifically, this adjustment follows two steps:

1 Standardization of logged values. This step was carried out
on each cytokine separately, including data from all stimuli. The
mean of the standardized values was then computed for each
individual and each stimulus, which gives, ∀i∈〚1,ni〛,∀j∈〚1,
nj〛and ∀k∈〚1,nk〛, with ni the number of individuals, nj the
number of stimuli, and nk the number of cytokines:

mi,j =
1
nk
o
nk

k=1

xi,j,k

mi,j being the mean of the standardized values for individual i
and stimulus j, and xi,j,k the standardized value for individual i,
stimulus j, and cytokine k.

2 Linear regression and residuals retrieving. Finally, a linear
regression was performed for each cytokine using the non-
standardized logged values yi,j,k and the mean standardized
cytokine values mi,j as the dependent and independent
variables, respectively:

yi,j,k = mi,jbk + ϵi,j,k

where bk is a scalar and ϵi,j,k the residual for individual i, stimulus
j, and cytokine k.

The final adjusted values were the residuals ϵi,j,k.
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Pairwise comparisons of raw and adjusted concentrations or
MFI values were first performed, using the Wilcoxon signed-
rank test for paired data, with Holm–Bonferroni correction for
multiple comparisons.

Further, multilevel Partial Least Squares Discriminant
Analyses (PLS-DA) (23) were carried out, identifying the
most discriminating factors for, on one hand, bacterial
stimuli and, on the other hand, TLR ligands.

The multilevel approach was applied to consider the non-
independent sampling structure of the data by focusing on the
within-individual variations induced by stimulations and
removing the between-individual variations (23, 24). The
number of components chosen was the minimum that
allowed a misclassification rate of less than 10%, computed
from 10-fold cross validation run 100 times. The involvement
of each cytokine in the characterization of the different
stimulation conditions in relation to each other was evaluated
by analyzing their contribution to the definition of the PLS-DA
components and by computing their variable importance in
projection (VIP) score (12).

Finally, multilevel sparse PLS-DA (sPLS-DA) (25) analyses
were conducted to define the minimal set of cytokines allowing the
best discrimination between the different stimulation conditions.

Statistical Software
All statistical analyses were performed on R (version 3.6.3) (26).
Assay validation was performed using the drLumi package
(version 0.1.2) (21, 22), an R package dedicated to multiplex
immunoassay data analysis, was used to performed assay
validation. The mixOmics package (version 6.10.8) was used to
perform PLS-DA and sPLS-DA analyses (27).

RESULTS

Characteristics and Validation
of the Multiplex Assay for Bovine
Cytokines/Chemokines
Plasma supernatants from whole blood stimulations were
assayed using the multiplex bovine cytokine/chemokine
xMAP® assay in a batch of 11 plates. Each run contained a 7-
point standard curve and high/low concentration controls that
were used to evaluate the performance of the assay. For the
external standards, the goodness of fit was correct for all dose–
response curves according to the standardized residuals values
and their distributions (Supplementary Figures S1, S2). Besides,
weighing the Levenberg–Marquardt algorithm was justified since
the means and variances of MFI are well linked by the POM
function (17) (Supplementary Figure S3). The characteristics of
the logistic functions (number of parameters and parameter
estimates) are provided in Supplementary Table 1. The curve
slopes were gradual except for CXCL8 and CCL3, which showed
a steep slope (Figure 1). The six fitted dose–response curves of
each cytokine barely differed from one plate to another.

The accuracy criterion was met for all cytokines with a few
exceptions (Figure 2). Indeed, it is generally admitted that a
correct recovery rate should be comprised between 75 and
125% for an immunoassay (5). This was the case for all
cytokines in the low concentration control except for CXCL8,
for which the recovery rate was below 50%. For the high
concentration control, the recovery rate was above 125% for
some cytokines on two plates (CCL2, CXCL10, IFN-g and IL-
1a, CXCL10 and IL-1a), and below 75% on one plate (CXCL8).
According to the CV profiles (Figure 3), precision was similar
and correct across the plates, except for two plates. At the
cytokine level, the precision was correct over a wide interval,
except for CCL3 and CXCL8. Hence, for a given cytokine, the
limits of quantification were quite constant across the plates
(Table 2). For CCL3 and CXCL8, the ranges of quantification
were tighter and their limits more widely distributed.

When the samples prepared with the whole blood assay were
assessed, some MFI values were outside the quantification
ranges in the set of 107 cows, except for TNF-a and IL-4 at
the selected dilution (Supplementary Table 2). However, even
if an MFI value beyond this range cannot be reliably converted
into the concentration unit, it is still meaningful. Indeed, the
edges of their distributions are not truncated, except for
CXCL8, which means the beads are not saturated and these
values reflect the amount of cytokines in a semi-quantitative
way (15).

Whole Blood Stimulation With Various
Ligands Using An All-In-One Method
To evaluate the cytokine response profile of the group of more than
one hundred cows, we adapted the conditions of a previously
described blood assay developed for human studies (28). The
material design enables sterile blood collection in the field and
assays away from laboratory conditions. As mastitis is the major
disease of dairy cattle that develops after infection of the mammary
gland by three main types of bacteria like E. coli, S. aureus, and S.
uberis, we investigated the blood cytokine response after stimulation
by each of these three bacteria. Additionally, the responses to two
main ligands for TLR2/6 and TLR4, which are known receptors for
these bacteria, and also the response to a ligand for TLR7/8, a
receptor which binds to single-stranded RNA, were assessed in
parallel. The best concentrations for leucocyte activation were
adapted from published studies and our own previous experience
(Table 1). A null condition was also included with very low
background measurements (Supplementary Table 3). Results
obtained using either MFI values or estimated concentrations
were in strong agreement, and only those obtained for MFI
values are detailed.

Increased Production of Cytokines is
Detected in All Stimulation Conditions
Over the Null Control
In the null condition, several chemokines like CXCL8 and CCL3
were already at higher concentrations than generally assayed in
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FIGURE 1 | Average dose–response curves for each cytokine (red curves). The x and y-axis represent analyte concentration and the Log10 MFI value, respectively.
Each dot corresponds to the average response of a given standard, and the error bars show the variances calculated on values from 6 plates for each cytokine.

FIGURE 2 | Recovery rates for each cytokine. The x and y-axis represent the analytes and the recovery rate, respectively. Each dot represents the recovery rate
of a given plate. The solid red line indicates a 100% recovery rate. A recovery rate is considered correct when the value is between 75 and 125% (dashed red
lines). For display purposes, all the samples having a recovery rate of less than 50% were set to 50%. Each color corresponds to one of the six plates containing
control samples.
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bovine plasma samples without incubation (data not shown). In
all stimulation conditions, stimulated blood samples consistently
yielded increased levels of each cytokine compared to their
paired unstimulated null controls (Supplementary Figure 4).
Among the different conditions evaluated in parallel, GDQ and
HKSU were associated with the greatest overall increase in cytokine
levels, whereas FSL-1, LPS, HKEC, and HKSA induced secretion
changes of lower and similar magnitude (Figure 4A). Notably,
blood stimulation induced biological responses for IFN-g and TNF-
a spanning close to or greater than 500-fold compared to the null
condition. Variations in CCL2, IL-2, IL-4, and IL-6 levels occurred
in lower (<10 fold) but still significant magnitudes compared with
null conditions (Figure 4A and Supplementary Figure 4B). For the
conditions using bacteria, cytokines that are generally associated
with inflammatory conditions like IL-1a and b, IL-6, and TNF-a
were detected at increased concentrations, as expected. Adaptive
cytokines like IFN-g and IL-17A were also detected, although low
expression levels were measured for IL-17A in some conditions.
Chemokines were also strongly up, like CXCL8, CCL3, and CCL4.

FIGURE 3 | Coefficient of variation of MFI estimates as a function of cytokine concentrations. The x and y-axis represent analyte concentrations in Log10 and the
coefficient of variation in percentage, respectively. The values of 6 separate plates are represented in different colors: horizontal black dashed lines indicate the 25%
threshold that was used to define the reliable lower and upper quantification limits represented by the vertical blue dashed lines.

TABLE 2 | Limits of quantification (in pg/ml).

Analyte LLOQ min LLOQ max ULOQ min ULOQ max

CCL2 5 9 11,768 14,639
CCL3 47 100 10,015 33,893
CCL4 3 6 26,168 50,000
CXCL10 1 3 5,842 8,612
CXCL8 7 33 1,012 3,190
IFN-g 0 0 2,000 2,000
IL-10 3 22 18,022 46,218
IL-17A 0 0 4,068 5,000
IL-1RA 16 25 100,000 100,000
IL-1a 1 1 1,862 7,106
IL-1b 3 5 12,945 22,908
IL-2 14 58 145,399 200,000
IL-4 24 42 92,296 100,000
IL-6 1 2 8,910 10,000
TNF-a 13 16 179,671 200,000

The minimal lower (LLOQ min) and maximal lower (LLOQ max) limit of quantification, and
the minimal upper (ULOQ min) and maximal upper (ULOQ max) limit of quantification
across the plates are shown.
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Overall, the results show that the standardized blood assay is
efficient at producing blood cell activation and cytokine secretion.

Adjusted Cytokine Levels Have
Discriminative Capacity to Differentiate
Among Bacterial Conditions
The null condition was further excluded from the following analysis
to focus on the response to stimuli, and we looked for the best
discriminative approach to compare the conditions. Several
approaches were compared, based on raw or adjusted cytokine
levels. This adjustment was performed following Cohen et al. (13):
cytokine levels were regressed against the average cytokine level
induced by each stimulus, leading to an individual stimulus-
dependent cytokine profile depicting the relative abundance of
each cytokine (Figure 4B). These profiles partially differed from
those based on raw (unadjusted) values, highlighting the cytokines
with the greatest positive or negative relative variation for each
stimulation condition. For instance, while IL1-RA did not
significantly differ between HKSU and HKSA stimulation
conditions (p=0.427) when based on raw MFI values, its relative
abundance was much higher under the HKSA stimulation
condition (p<10−15). Sometimes, the direction of pairwise
differences was even reversed, as observed for CCL3 or CCL4
under HKSU, HKSA, and HKEC stimulation conditions, with
significantly higher raw MFI values but lower relative abundances
when blood was stimulated with HKSU.

Multilevel PLS-DA Improves
Discrimination Among Bacteria
Stimulation and Enables Identification of
the Most Contributing Cytokines
According to the multilevel PLS-DA applied to adjustedMFI values,
themultiplexcytokine immunoassayallowed for cleardiscrimination
of the three bacterial stimuli, with a misclassification rate of 1.5% on

the two first components (Figure 5). Cytokines with high variable
importance in projection scores (VIP>1) were the most significant
and contributed most to the first two PLS-DA components
(Supplementary Figure 6A). IFN-g, TNF-a, IL-1a, IL-1b, and
CXCL8 were considered the most discriminant cytokines, with
higher IFN-g, TNF-a, IL-1a, and lower CXLC8 relative levels
under HKSU stimulation conditions than under HKSA and HKEC
conditions, respectively. Compared to both HKEC and HKSU,
HKSA was further characterized by lower IL-1b and IL-1a relative
levels. IL-17A (VIP=0.94 on the first two components) also
significantly contributes to the discrimination of the three bacterial
stimuli, with relative levels being the highest underHKSU conditions
and the lowest under HKSA conditions. Pairwise comparisons
(Supplementary Figure 5) revealed other features that also
contributed to the discrimination of the three bacterial stimuli, but
to a lesser extent (VIP<0.9) (Supplementary Figure 6A). For
instance, significantly higher relative levels of CXCL10 were found
for HKSA and HKSU conditions compared to HKEC, while no
difference was found between HKSA and HKSU, explaining the low
contribution of this cytokine to thefirst twoPLS-DAcomponents. In
the sameway,bothHKECandHKSAconditionsyieldedsignificantly
higher CCL3 relative levels compared to HKSU, while no difference
was evidenced between HKEC and HKSA.

Results from the sPLS-DA analysis revealed that quite good
discrimination between the three bacterial stimulation conditions
could be achieved on the basis of only three cytokines, i.e., IFN-g,
IL-1b, and TNF-a, with a misclassification rate of 5.6% based on
the first two components, and 1.6% using the first three
(Supplementary Figure 7).

TLR2 and TLR4 Ligands Share
Commonalities Between Them
and With Bacteria
The same analysis was also applied to TLR ligand stimulations,
leading to a misclassification rate of 10.2% on the two first

A B

FIGURE 4 | Radarplots of cytokine concentration values obtained for each stimulus. (A) represents the log10-transformed fold-changes induced by a stimulus
over the null condition. (B) represents the adjusted concentration values. CTL, FSL-1, GDQ, HKEC, HKSA, HKSU, and LPS stand for control, fibroblast-
stimulating lipopeptide 1, gardiquimod, heat-killed Escherichia coli, heat-killed Staphylococcus aureus, heat-killed Streptococcus uberis, and lipopolysaccharide
stimuli, respectively.
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components of the PLS-DA analysis and 6.8% on the first three
(Figure 6). The first component, explaining almost 75% of the total
variance, allowed a clear distinction of the GDQ stimulation
condition, whereas the second component mainly contributed to
differentiating FLS-1 and LPS conditions. The third component
refines the discrimination by compensating for the small overlap
between GDQ and FSL-1 on the first component. Almost all
cytokine relative levels significantly differed between GDQ and
both FSL-1 and LPS conditions (Supplementary Figure 5), with
higher TNF-a, IFN-g, IL-1b, and CXCL10, and lower CXCL8 and
CCL-3 relative levels contributing most to the characterization of
the GDQ condition (VIP>1 on the first 3 components)
(Supplementary Figure 6C). FSL-1 and LPS conditions could be
differentiated mainly on the basis of higher IL-6 relative levels and,
conversely, lower levels of IL-1b for LPS compared to FSL-1. Again,
the sPLS-DA analysis showed that the relative levels of TNF-a and
IL-6 were enough to differentiate the three TLR ligands with a
misclassification rate of 8.4% on the first 2 components
(Supplementary Figure 8).

As expected, the cellular responses to HKEC and LPS conditions
were overlapping (Figure 7A). Notably, HKSA and HKSU showed
different response profiles from TLR ligands known to activate the
same TLR (Figures 7B, C).

Raw MFI Values Have Similar
Discriminative Capacity Using PLS-DA
When applied to raw (non-adjusted) MFI values, the PLS-DA
analyses led to mostly the same conclusions, with the identification
of TNF-a, IFN-g, and IL-1b contributing most to the discrimination
of the three bacterial stimuli (VIP>1 on thefirst two components, and
a misclassification rate of 0.7% on the first two components)
(Supplementary Figures 9 and 6B). Small differences were,
however, evidenced regarding the involvement of CXCL8, with a
VIP score of 0.63 and 1.1 on the first two components when non-
adjusted and adjusted MFI values were analyzed, respectively. Other
differences in the stimulus-related signatures were also demonstrated
for IL-6, CCL3, CCL4, IL-1RA, and CXCL10 but contributed to a
lesser extent in the discrimination of the different bacterial stimuli.
Similarly, IFN-g, CXCL8, TNF-a, IL-1 a, IL-1b, CXCL10, and IL-6
were identified to contribute most to the discrimination of TLR
ligands (VIP>1 on the first three components, misclassification rate
of 3.7% on the first three components) when unadjusted MFI values
were analyzed (Supplementary Figures 10 and 6D). CCL3
contributed less significantly to TLR ligand discrimination when
unadjusted MFI values were analyzed (VIP score 0.8 vs 1.12 on the
first3components),while theopposite situationwasdemonstrated for
IL-1a (VIP score 1.26 vs 0.9).

A

B DC

FIGURE 5 | Multilevel PLS-DA on bacterial stimuli adjusted MFI values reveals specific expression patterns depending on the bacteria species. On the plot of the
individuals (A), each dot represents an individual cow, and the corresponding stimulus is defined by its color. The x and y-axis correspond to the first and second
PLS-DA components, respectively. The proportion of variance explained by each principal component is written in brackets. The contribution of the cytokines to the
first (B) and second (C) principal components is represented by a horizontal barplot. The two first principal components are sufficient to achieve an almost perfect
misclassification rate (D).
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DISCUSSION

We evaluated a new multiplex assay based on the Luminex®

technology developed for cattle and used it to assess the cytokine
profile in blood samples stimulated with bacteria of three
different genera. These bacteria are highly prevalent in the
environment of cattle and are commonly involved in the
development of mastitis, a mammary gland inflammation that
is the most frequent disease in dairy herds. We also collected
profiles using two MAMPs, LPS and FSL-1, which are ligands of
TLR4 and TLR2/6, respectively, and GDQ, an endosomal TLR7/
8 ligand that engages different signaling pathways. The profiles
are in agreement with the previously reported data, with some
additional observations (28). Production of innate cytokines like
IL-1b, IL-6, and IL-8 was previously reported in response to
three TLR ligands (LPS, Pam3CSK4, and R848 or resiquimod)
using a whole blood assay in cattle (9). Several observations can
be made from the comparison of our results with those of
previous studies. First, the background is noticeably lower for
IL-1b and IL-6 in our study compared with the previously

reported data (9, 10), indicating that further manipulation after
blood drawing is associated with cell activation and non-specific
cytokine production. Our all-in-one approach enables us to
reduce the non-specific secretion of cytokines for a better
definition of responsiveness. Second, the inter-individual
variation reported there was much higher than what we
observed, although a higher production of cytokines in
response to LPS was detected (10). This may be due to
activation by ligands other than LPS itself, as high TLR2
activity is detected in some commercial sources of LPS (29).
To increase specificity, we used ultrapure LPS as a TLR4 ligand.
FSL-1, which is shown to be more stable than Pam3CSK4, was
used for specific TLR2 activation. The TruCulture® method,
which is the most advanced development for testing the blood
response in humans, has also been used in cattle for the same
purpose (10). The concentrations used in previous studies and
ours are closely related and different from those used to stimulate
human or murine cells, indicating that the stimulation
conditions need to be adapted to the bovine species. Ready-to-
go commercial reagents for human studies may not be optimal to

A

B

D

E

FC

FIGURE 6 | Multilevel PLS-DA on TLR ligands adjusted MFI values identifies commonalities between TLR2/6 and TLR4 engagements. On the plots of the individuals
(A, B), each dot represents an individual cow and the corresponding stimulus is defined by the different colors and shapes. The x and y-axis correspond to the PLS-DA
components. The proportion of variance explained by each principal component is written in brackets. The contribution of the cytokines to the first (D), second (E) and
third (F) principal components are represented by a horizontal barplot. The three first principal components are sufficient to reach a misclassification rate below 10% (C).
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evaluate the bovine innate response as it was previously done in
calves (10), except if the concentrations are the same as for the
presently used bacteria. Furthermore, the array of pathogens that
infect Bos taurus is essentially different from that of human
beings, and this is another reason why reagents developed for
human studies may be irrelevant to assessing bovine
responsiveness due to a different co-evolution with their host.

In contrast, to most of the studies that describe the expression
at the mRNA levels (30–32), we measured secreted cytokine and
chemokine proteins. Indeed, most reports describe the
expression of cytokine genes in various kinds of cell types
upon stimulation with bacteria or their MAMPs. The results of
these assays have different meanings and discrepancies between
mRNA and protein expression are often reported (33–35); it is
worth remembering that only proteins support biological
functions, making changes in their quantities more insightful
information. Thus, we have established a system protocol that is
an improvement over existing methods used to establish
cytokine expression profiles. The method can be implemented
almost anywhere where an outlet is available to connect the heat
block for incubation, and it has a low background and high
specificity and accuracy in quantification.

First, the use of an all-in-one method of blood collection and
stimulation considerably reduces the cytokine background, as

previously indicated in human studies (28, 36). Limiting the
manipulation of the blood samples to set up the stimulation
reduces the technical variability and improves reproducibility,
improving the reliability of the measure. This is even more
marked when the expression profile of PBMCs prepared over a
Ficoll cushion is compared with that obtained from the whole
blood (37–39). Second, the use of a Luminex® technology-based
assay enables the quantification of analytes with a low variance
compared to ELISA. From a statistical viewpoint, MFI values
provide more insightful information than concentrations do
(18), although the latter are more accessible to the biologist for
interpretation. Moreover, the automatic calibration step gives a
reproducible signal output (40), enabling the comparison of MFI
values obtained from different experiments across different
MAGPIX® devices. Comparisons of values obtained through
other devices require conversion to concentrations. Third, a new
method of data exploitation using available modules enables
statistical analysis, and the reduction of information to facilitate
interpretation of medium and high throughput results in a
completely free-of-charge R environment (26).

The bacteria used for blood stimulation are extracellular
pathogens commonly involved in the development of bovine
mastitis. Infections by extracellular bacteria are usually detected
through the release of MAMPS and the ensuing stimulation of

A

B D

EC

FIGURE 7 | Multilevel PLS-DA on all bacteria and TLR ligands except GDQ. (A–C) output of the same PLS-DA but displaying only one bacterial stimulus and the
TLR ligands known to activate the same TLR. The x and y-axes correspond to the first and second PLS-DA components, respectively. The proportion of variance
explained by each principal component is given in brackets. (D, E) the variable contributions to the first and second components, respectively.
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TLR and dectin receptors (41, 42). In contrast, heat-killed
bacteria do not have access to the cytosol and may not be able
to engage endogenous TLRs. Indeed, part of the immune
activation is due to the interaction of some of the TLR agonists
like those assayed in our study with their specific receptors.
Evaluated in parallel on the same cell source, we showed that
heat-killed E. coli and LPS, the main ligand for TLR4, induced
very similar profiles, indicating that a large part of the response
to E. coli is actually mediated by TLR4 engagement. In contrast,
TLR2 is a receptor for lipoproteins usually found in the cell walls
of Gram-positive bacteria like S. aureus, which is a prototypic
bacteria signaling through this receptor. HKSA and FSL-1 have
essentially divergent profiles, indicating that other signals from
the killed bacteria are detected by leukocytes and induce a
different profile of the cytokine response. The same
observation prevails for S. uberis, another Gram-positive
coccus involved in mastitis development. One possibility is the
preferential activation of lymphocyte subsets by the two later
bacteria, and lymphocyte-derived cytokines may contribute to
feed-forward loops and specific microbial-associated signatures
that are different from TLR ligand-only signatures, as previously
suggested (43).

Most studies based on the analysis of cytokine profiles either
characterize differences in immune response between groups of
patients with different severity scores or progression stages (44–
47), or try to discriminate between healthy and diseased
individuals (44–47). Much attention has also been paid to the
characterization of pathogen-specific cytokine profiles in
both human and veterinary medicine (12, 48, 49). Differences
in pathogen-related cytokine profiles can be revealed by simple
pairwise comparisons of absolute cytokine concentration
across different diseases or stimulation conditions, but
multidimensional data analysis often provides a more in-depth
view (12, 28, 50–52). Among various statistical approaches, non-
supervised Principal Component Analysis (PCA) has been the
most extensively applied, while supervised approaches, namely,
PLS-DA, Random Forest, and Support Vector Machine data
analysis, have been less widely explored as a means to interpret
cytokine profiling (45, 53–56).

As far as we are aware, the characterization of stimulus-
specific cellular immune responses based on parallel whole blood
stimulation and multiplexed bead-based cytokine profiling on
the same individuals has seldom been performed (28). Indeed,
the diversity of immune responses in relation to different stimuli
is often based on samples from independent individuals. When
several stimulation conditions are applied in parallel to blood
samples from the same individual or patient, the outcome of
interest is most often independent of the stimulation conditions
themselves (i.e., different severity scores, progression stages)
(44–47). Analysis of multidimensional data derived from
multiple stimulus conditions deserves appropriate statistical
analysis. First, because cytokine levels are measured in blood
samples from the same individual under different stimulation
conditions, intra-individual correlation induced by repeated
measures must be considered. This was performed by applying
a multilevel PLS-DA approach, which separates between-subject

from within-subject variations, before applying the multivariate
approaches to the within-subject variation matrix, which is
assumed to represent the treatment (i.e., stimulation condition)
effect. Although other data integration methods may be applied
(57), the multilevel approach has been successfully used in a
range of situations with repeated multidimensional biological
data (55, 58). In our study, disregarding the intra-individual
correlation while leading to the definition of the same stimulus-
related cytokine profiles was associated with a lower
discriminative power, with a misclassification rate of 7.2% on
the first two components for bacterial stimuli and 21.2% on the
first three components for TLR ligand stimuli, when based on the
analysis of adjusted MFI values (data not shown).

More importantly, since we are interested in defining
stimulus-specific signatures, the relative amounts of each
cytokine to each other may appear more informative than their
absolute amounts. Indeed, in our experiment, HKSU and GDQ
stimuli were associated with higher overall cytokine amounts
than HKEC or HKSA stimuli. Disregarding the effect of each
type of stimulation on the overall level of cytokines leads to
distinguishing stimuli on the basis of the absolute number of
cytokines they induce, not on the relative importance of
cytokines to each other. While the analysis of adjusted or non-
adjusted (absolute) responses led to the identification of the same
major cytokines in the definition of stimulus-related signatures
and similar discriminative power, different interpretations of
these profiles emerged. Similar to Duffy et al. (28) in healthy
human donors, we found that HKEC and LPS induced a strong
pyrogenic cytokine response in cattle with increased TNF-a and
IL-1b concentrations, which were induced by 10 to 1,000-fold
compared to the null condition. However, in our experiment, the
most potent stimuli, marked by the highest levels of these
cytokines, were HKSU and GDQ, and IL-6 concentrations
were only moderately increased by 3 to 5 times as compared to
the null condition.

The definition of stimuli-related signatures may be based on
either concentration or MFI values. Although in our experiment,
the two approaches yielded comparable misclassification rates
and identified the same major cytokines for both the
discrimination of bacterial stimuli and TLR ligands, small
differences were evidenced in the implication of CXCL8.
Notably, CXCL8 concentrations were the least well estimated
due to a larger range of variation than defined by the assay
manufacturer, leading to significant proportions of values
outside the quantification range, whatever the stimulation
condition. A high proportion of values outside the
quantification range was also occasionally observed (e.g., for
CCL4 and IFN-g under HKSU stimulation conditions), but this
did not interfere with the study results because only this
condition was studied. Assigning the upper limit of
quantification to values above the range of quantification led to
an artificially reduced variance of CXCL8 values, which may
explain its lower involvement in stimulus discrimination when
concentration values were analyzed. In contrast, keeping MFI
values guarantees the preservation of greater variability and
better discrimination of the different stimuli based on CXCL8
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levels (18). Nevertheless, saturating levels of CXCL8 were
observed under the conditions of our experiments, meaning
that the true differences between stimuli may not have been
properly captured for this cytokine. Accurate assessment of
CXCL-8 concentrations would have required using a different
sample dilution for this target, which was logistically difficult.
Another important piece of information is the identity of the
cytokines that are discriminative among bacteria and among
TLR ligands. A previous study by Urrutia et al. (43) showed that
gene expression is mostly induced by four cytokines (e.g., IL-1b,
TNF-a, IFN-g, and IFN-b) that can capture the diversity of the
response to various TLR ligands and microbes. Even if the
multiplex assay excludes the quantification of IFN-b, it is
worth noting that IL-1b, TNF-a, and IFN-g were the most
informative cytokines for distinguishing between bacteria. For
TLR ligands, IL-1a and CXCL10, a type I interferon-induced
protein, completed the list, reinforcing the view that this small set
of cytokines plays a determining role in the initial response
to microbes.

Finally, beyond the characterization of the stimulus-related
cellular immune response, the development of a standardized
whole blood assay and bead-based cytokine profiling also
allows us to highlight the great inter-individual variability,
within the same or between different stimulation conditions.
In this respect, IFN-g, TNF-a and IL-17A, IL-1b, and IL-1a
were associated with the highest CV values (Supplementary
Table 4) across all stimulation conditions that we tested, and
may be of interest in defining different immune response
profiles within our cow study sample. Investigating this inter-
individual variability, however, requires further studies.

Assaying blood to interrogate the responsiveness of dairy
cows to mammary pathogens may at first be surprising.
However, milk cells respond poorly to stimulation by
pathogens or their related MAMPS (59, 60), indicating that
they are inappropriate samples for such investigation. For
sure, blood composition is different from immune and non-
immune (e.g., epithelial) cells located at the mammary
epithelial barrier, but it contains a diversity of immune cells,
and its composition is less influenced by previous or chronic
infections responsible for mastitis. Despite some limitations,
blood represents an immune tissue that is accessible and
frequently used in other species, including humans, making
comparisons to the same stimuli even possible and useful in
comparative studies across species. This protocol may also
apply to different conditions, like the response to vaccination,
and may reveal a sound and effective approach for future
bovine immunological studies.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The raw data supporting the conclusions of this article will be made
available by the authors, without undue reservation.

ETHICS STATEMENT

All procedures involving animals received approval from the Ethics
Committee on Animal Experimentation (agreement
No.2016082518447444), with all applicable provisions established
by the European directive 2010/63/UE.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

GF and PG acquired funding. GF designed the study. SB performed
sample collection. RL, FL, and DB provided animal resource and
information. SW and NC performed the laboratory analysis. JL and
FC designed and performed the statistical analysis. JL, FC, and GF
wrote the manuscript. All authors listed have made a substantial,
direct, and intellectual contribution to the work and approved it
for publication.

FUNDING

The BOVIMMUNE research program was supported by APIS-
GENE, who contributed financially to the development of the
multiplex assay by MERCK-Millipore under the contract
agreement with INRAE.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful to Dr. Sébastien Déjean (Institut de
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Supplementary Material 

Supplementary Figure 1. Distribution of standardized residuals for each cytokine. The x and y-axis 

correspond to the predicted cytokine concentrations in Log10 scale and the residuals (difference between 

the predicted and the observed cytokine concentrations), respectively. Each point represents a standard 

sample. The solid line corresponds to a perfect match between observed and expected concentrations and 

the dashed lines correspond to the upper and lower limits of acceptation. 
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Supplementary Figure 2. Quantile-quantile diagrams of standardized residuals for each analyte. The x 

and y-axis represent the quantiles of a standard normal distribution and those of standardized residuals 

distributions, respectively. If standardized residuals follow a normal distribution, the dots are supposed 

to be distributed close to the red line. 
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Supplementary Figure 3. Power-of-the-mean (POM) relationship between the variance and the mean 

MFI values. The x and y-axis represent the MFI values and their variances, on the Log10 scale, 

respectively. Each point corresponds to a standard and the red lines represent the linear regression 

between the MFI variance and the average MFI values of the standards, on the Log10 scale.  
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Supplementary Table 1. Coefficients of the logistic functions used for fitting the dose-response curves. 

A 5-parameter logistic function was implemented except when is indicated ‘NA’ showing that a 4-

parameter logistic function was used. 

 

Analyte Plate b c d e f  Analyte Plate b c d e f 

IL-1α 1 -0.69 1.24 4.31 2.22 0.63  IL-4 7 -0.85 1.18 4.08 3.26 1.16 

IL-1α 3 -0.86 0.67 4.27 2.6 0.31  IL-4 9 -0.86 1.22 4.11 3.27 1.16 

IL-1α 5 -0.86 0.66 4.29 2.67 0.31  IL-4 11 -0.76 1.2 4.16 3.07 1.41 

IL-1α 7 -1.27 -0.02 4.23 3.04 0.13  CCL4 1 -0.66 1.65 4.18 2.28 1.44 

IL-1α 9 -0.96 0.42 4.29 2.84 0.22  CCL4 3 -0.71 1.69 4.16 2.32 1.37 

IL-1α 11 -0.73 0.89 4.33 2.48 0.41  CCL4 5 -0.81 1.64 4.15 2.62 0.97 

IL-2 1 -0.88 1.72 4.15 3.54 0.9  CCL4 7 -0.79 1.58 4.15 2.64 0.96 

IL-2 3 -0.91 1.71 4.14 3.55 0.87  CCL4 9 -0.83 1.65 4.14 2.61 0.98 

IL-2 5 -0.96 1.72 4.15 3.68 0.77  CCL4 11 -0.66 1.7 4.2 2.11 1.68 

IL-2 7 -0.9 1.67 4.16 3.63 0.87  IL-6 1 -0.45 1.62 3.96 -0.45 12.24 

IL-2 9 -0.94 1.71 4.17 3.69 0.79  IL-6 3 -0.48 1.63 3.88 0.23 6.61 

IL-2 11 -0.79 1.77 4.21 3.4 1.15  IL-6 5 -0.51 1.63 3.91 0.89 3.75 

CCL2 1 -1.55 1.14 4.15 3.32 0.28  IL-6 7 -0.49 1.6 3.95 0.78 4.24 

CCL2 3 -1.33 1.25 4.17 3.12 0.42  IL-6 9 -0.45 1.65 4.06 0.44 5.37 

CCL2 5 -1.31 1.23 4.21 3.22 0.43  IL-6 11 -0.64 1.56 3.91 2.16 NA 

CCL2 7 -1.52 1.09 4.2 3.39 0.29  IL-17A 1 -0.54 1.02 4.29 1.35 0.93 

CCL2 9 -1.48 1.17 4.22 3.31 0.33  IL-17A 3 -0.67 0.52 4.24 2.04 0.39 

CCL2 11 -1.09 1.26 4.25 3.04 0.55  IL-17A 5 -0.63 0.59 4.28 1.93 0.47 

IL-1β 1 -0.84 1.13 3.73 2.43 0.96  IL-17A 7 -0.44 1.06 4.41 0.44 2.14 

IL-1β 3 -0.99 0.99 3.71 2.74 0.55  IL-17A 9 -0.62 0.54 4.3 1.96 0.45 

IL-1β 5 -0.94 1.03 3.75 2.69 0.67  IL-17A 11 -0.53 0.75 4.35 1.63 0.67 

IL-1β 7 -0.82 1.06 3.77 2.46 0.98  CXCL8 1 -3.14 1.86 4.06 2.8 0.29 

IL-1β 9 -0.92 1.03 3.79 2.71 0.67  CXCL8 3 -2.4 1.88 4.08 2.6 0.51 

IL-1β 11 -0.82 1.04 3.81 2.52 0.84  CXCL8 5 -2.67 1.84 4.1 2.76 0.4 

IFN-γ 1 -0.33 1.16 4.82 -1.42 8.04  CXCL8 7 -7.26 1.8 4.08 2.98 0.11 

IFN-γ 3 -0.49 0.97 4.45 1.49 NA  CXCL8 9 -2.77 1.89 4.1 2.79 0.38 

IFN-γ 5 -0.47 0.94 4.57 1.57 NA  CXCL8 11 -2.11 1.91 4.12 2.64 0.52 

IFN-γ 7 -0.44 0.88 4.65 1.61 NA  TNF-α 1 -0.68 1.27 4 3.46 0.8 

IFN-γ 9 -0.45 0.9 4.65 1.59 NA  TNF-α 3 -0.66 1.28 4.01 3.43 0.82 

IFN-γ 11 -0.43 0.86 4.68 1.53 NA  TNF-α 5 -0.59 1.36 4.06 3.03 1.36 

CCL3 1 -1.07 1.66 4.07 2.39 2.92  TNF-α 7 -0.67 1.21 4.03 3.55 0.77 

CCL3 3 -1.41 1.64 4.05 2.88 NA  TNF-α 9 -0.6 1.3 4.08 3.24 1.06 

CCL3 5 -1.04 1.68 4.08 2.13 5.37  TNF-α 11 -0.54 1.3 4.11 3.05 1.23 

CCL3 7 -1.17 1.6 4.08 2.85 1.29  IL-10 1 -0.74 1.51 4.1 3.03 0.69 

CCL3 9 -1.17 1.69 4.09 2.63 2.09  IL-10 3 -0.76 1.48 4.08 2.98 0.68 

CCL3 11 -1.46 1.65 4.05 2.89 NA  IL-10 5 -0.71 1.52 4.13 2.93 0.83 

IL-1RA 1 -0.65 1.75 3.92 3.3 NA  IL-10 7 -0.85 1.32 4.09 3.37 0.45 

IL-1RA 3 -0.4 1.85 4.14 0.48 11.72  IL-10 9 -0.76 1.49 4.13 3.11 0.65 

IL-1RA 5 -0.44 1.85 4.11 1.47 5.78  IL-10 11 -0.64 1.59 4.17 2.8 0.94 

IL-1RA 7 -0.42 1.79 4.13 1.18 6.95  CXCL10 1 -1.18 1.73 4.06 2.72 0.45 

IL-1RA 9 -0.41 1.86 4.19 1.17 7  CXCL10 3 -1.2 1.73 4.06 2.67 0.45 

IL-1RA 11 -0.38 1.87 4.21 -0.53 23.86  CXCL10 5 -1.11 1.72 4.08 2.68 0.51 

IL-4 1 -0.78 1.24 4.09 3.03 1.51  CXCL10 7 -1.36 1.56 4.05 2.93 0.31 

IL-4 3 -0.75 1.25 4.09 2.8 2.02  CXCL10 9 -1.43 1.66 4.08 2.94 0.3 

IL-4 5 -0.79 1.22 4.12 3.05 1.52  CXCL10 11 -1.03 1.77 4.1 2.59 0.55 
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Supplementary Table 2. Proportions of individuals outside the range of quantification. 

They are given in percentage for each stimulus and cytokine. The columns “lower” and “upper” give 

respectively the proportions of individuals below and above the ranges of quantification. 

 

 CTL (%) HKEC (%) HKSA (%) HKSU (%) FSL-1 (%) GDQ (%) LPS (%) 

Analyte lower upper lower upper lower upper lower upper lower upper lower upper lower upper 

CCL2 0 4.7 0 12.1 0 8.4 0 0 0 34.6 0 2.8 0 22.4 

CCL3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.9 0 0 

CCL4 0 0 0 0.9 0 2.8 0 23.4 0 1.9 0 14 0 2.8 

CXCL8 0 3.7 0 92.5 0 54.2 0 45.8 0 76.6 0 33.6 0 86 

CXCL10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.2 0 0 

IFN-γ 0.9 0 0 0 0 0.9 0 32.7 0 0.9 0 4.7 0 5.6 

IL-10 1.9 0 0 0 0 0 0 0 0.9 0 0 0 0 0 

IL-17A 43.9 0 0 0 0.9 0 0 0 3.7 0 3.7 0 1.9 0 

IL-1RA 7.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

IL-1α 28 0 0 0 0.9 0 0 0 2.8 0 0.9 0 1.9 0 

IL-1β 21.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

IL-2 8.4 0 0 0 1.9 0 1.9 0 0.9 0 1.9 0 1.9 0 

IL-4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

IL-6 2.8 0 0 0 0.9 0 0 0 0.9 0 0 0 0.9 0 

TNF-α 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Supplementary Table 3. Analyte concentrations in the null condition. Quartile values are shown for 

each analyte (in pg/mL). 

 

Analyte 1st quartile Median 3rd quartile 

CCL2 1,311 2,479 5,332 

CCL3 226 373 722 

CCL4 446 1,133 2,048 

CXCL8 69 98 153 

CXCL10 98 119 154 

IFN-γ 0 0 1 

IL-10 18 28 44 

IL-17A 0 0 1 

IL-1RA 65 128 200 

IL-1α 1 1 2 

IL-1β 5 7 10 

IL-2 73 113 165 

IL-4 97 121 165 

IL-6 8 9 12 

TNF-α 42 70 123 
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Supplementary Figure 4. (A) Distributions of raw Log10-MFI values for each cytokine under different 

stimulus conditions, obtained from 107 cows. (B) Inter-stimuli pairwise comparisons for each cytokine, 

using the Wilcoxon signed-rank test with Holm-Bonferroni correction for multiple comparisons. A 

gradient of blue (conversely red) color indicates that the Log10-MFI values under the condition on the 

horizontal x-axis are lower (conversely greater) than the ones under the condition on the vertical y-axis. 
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Supplementary Figure 5. (A) Distributions of adjusted to the mean MFI values for each cytokine under 

different stimulus conditions, obtained from 107 cows. (B) Inter-stimuli pairwise comparisons for each 

cytokine, using the Wilcoxon signed-rank test with Holm-Bonferroni correction for multiple 

comparisons. A gradient of blue (conversely red) color indicates that the adjusted MFI values under the 

condition on the horizontal x-axis are lower (conversely greater) than the ones under the condition on the 

vertical y-axis. 
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Supplementary Figure 6. Horizontal barplot of the variable importance in projection (VIP) scores 

obtained for the multilevel PLS-DA realised on bacterial adjusted (A) and unadjusted MFI values (B), 

and TLR ligands adjusted (C) and unadjusted MFI values (D). VIP scores reflect the relative importance 

of each variable to discriminate the various stimulation conditions. A variable with a VIP score above 1 

(vertical red dash line) plays a major role in the prediction model. 
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Supplementary Figure 7. Multilevel sparse PLS-DA on bacterial stimuli adjusted MFI values reveals 

specific patterns of expression according to the bacteria species. On the plot of the individuals (A, B), 

each dot represents an individual cow and the corresponding stimulus is defined by the different colors 

and shapes. The x and y-axis correspond to the sparse PLS-DA components. The proportion of variance 

explained by each principal component is given in brackets. (C) Misclassification rate (MR) achieved 

given the number of sparse PLS-DA components: only 3 cytokines are sufficient to reach an almost 

perfect classification rate with 2 (MR = 5.63%) or 3 components (MR = 1.62 %). 
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Supplementary Figure 8. Multilevel sparse PLS-DA on TLR ligands adjusted MFI values identifies 

commonalities between TLR2 and TLR4 engagements. On the plots of the individuals (A, B), each dot 

represents an individual cow and the corresponding stimulus is defined by the different colors and shapes. 

The x and y-axis correspond to the sparse PLS-DA components. Misclassification rate (MR) achieved 

given the number of sparse PLS-DA components: only 3 cytokines are sufficient to reach a classification 

error rate lower than 10% (MR = 8.4 %) on the first two components. 
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Supplementary Figure 9. Multilevel PLS-DA on bacterial stimuli unadjusted MFI values reveals 

specific expression patterns depending on the bacteria species. On the plot of the individuals (A), each 

dot represents an individual cow and the corresponding stimulus is defined by various colors and shapes. 

The x and y-axis correspond to the first and second PLS-DA components, respectively. The proportion 

of variance explained by each principal component is written in brackets. The contribution of the 

cytokines to the first (B) and second (C) principal components are represented by a horizontal barplot. 

The two first principal components are sufficient to reach an almost perfect misclassification rate (D). 
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Supplementary Figure 10. Multilevel PLS-DA on TLR ligands unadjusted MFI values identifies 

commonalities between TLR2/6 and TLR4 engagements. On the plots of the individuals (A, B), each dot 

represents an individual cow and the corresponding stimulus is defined by the different colors and shapes. 

The x and y-axis correspond to the PLS-DA components, respectively. The proportion of variance 

explained by each principal component is written in brackets. The contribution of the cytokines to the 

first (D), second (E) and third (F) principal components are represented by a horizontal barplot. The three 

first principal components are sufficient to reach a misclassification rate below 10% (C). 
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Supplementary Table 4. Raw MFI values coefficient of variation (CV) in percentage for each cytokine 

and stimulation condition. CTL, FSL-1, GDQ, HKEC, HKSA, HKSU and LPS stand for control, 

fibroblast-stimulating lipopeptide 1, gardiquimod, heat-killed Escherichia coli, heat-killed 

Staphylococcus aureus, heat-killed Streptococcus uberis and lipopolysaccharide stimuli, respectively. 

 

  Stimulus 

 
Analyte CTL FSL-1 GDQ HKEC HKSA HKSU LPS 

C
V

 (
%

) 

CCL2 74 27 34 27 37 44 25 

CCL3 205 54 26 30 33 15 28 

CCL4 83 25 15 17 16 13 16 

CXCL8 280 46 60 17 42 34 25 

CXCL10 47 114 33 55 69 65 92 

IFN-γ 38 384 99 155 176 73 258 

IL-10 64 47 37 35 33 33 38 

IL-17A 38 109 49 94 128 94 119 

IL-1RA 65 76 55 62 63 47 59 

IL-1α 45 98 94 46 71 77 102 

IL-1β 19 179 86 64 114 87 118 

IL-2 16 15 13 15 15 13 14 

IL-4 19 19 17 18 19 16 18 

IL-6 45 52 40 43 50 35 47 

TNF-α 172 142 51 76 59 29 125 
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2.4 Investigation des facteurs génétiques et

environnementaux influençant la réponse

cytokinique sur sang entier

2.4.1 Cas de la stimulation au LPS
Cette partie de l'étude fera l'objet d'une soumission au Journal of Animal Science

and Biotechnology. L'article complet est accessible en page 91. Les paragraphes

suivants en font la synthèse.

2.4.1.1. Contexte, problématique et objectifs

L'optimisation de la productivité et de la santé des vaches laitières est cruciale pour

assurer la durabilité et la rentabilité des exploitations. La compétence immunitaire

joue un rôle de première importance dans leur capacité à répondre efficacement aux

agents pathogènes, notamment les agents de mammites.

La compétence immunitaire est influencée par une multitude d'interactions com-

plexes entre des déterminants génétiques et environnementaux. Jusqu'à présent,

l'exploration de ces interactions est restée relativement limitée.

L'objectif principal de cette étude était donc d'étudier les relations entre la réponse

à un test sanguin et les différents facteurs susceptibles de la faire varier. Pour ce

faire, un panel de quatorze cytokines a été dosé simultanément suite à une épreuve

de stimulation ex vivo sur sang entier avec du LPS, ligand du TLR4 couramment

utilisé pour activer le système immunitaire. Les dosages des cytokines ont ensuite été

mis en relation avec des index génétiques et des caractères phénotypiques relatifs

au stade physiologique, à la production laitière, à la santé mammaire et au statut

métabolique (cétose) des vaches.

Une meilleure compréhension de ces relations permettrait d'améliorer in fine la

santé, le bien-être et la productivité des vaches laitières.
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2.4.1.2. Matériels et méthodes

Population d'étude, plan expérimental et collecte des données

L'étude a été conduite sur la population de vaches Prim'Holstein issue de la

sélection divergente sur la résistance aux mammites présentée dans la section

2.2.1. Parmi ces 107 vaches, deux ont été écartées de l'étude en raison de données

incomplètes sur les 14 premiers jours de lactation pour l'une et d'une absence

d'évaluation de ses index génétiques pour l'autre.

Elle s'appuie sur un plan expérimental croisé dans lequel chaque vache est son

propre témoin. Cependant, l'unité expérimentale recevant le traitement (ajout de

LPS) est l'échantillon sanguin et non la vache.

Pour chacune des vaches de l'étude, les index génétiques (index lait (INLAIT),

INCELL, index état corporel (INEC) et index longévité fonctionnelle (INLGFO)) ont

été estimés par génotypage. Les variables explicatives retenues pour l'étude sont

le lait corrigé par les matières grasses et les protéines (FPCM), les SCS, les TB et

TP du lait, les concentrations de BHB du lait, le rang de lactation et la gravidité au

moment de l'échantillonnage. Afin de prendre en compte un potentiel effet du stade

physiologique sur les sécrétions de cytokines, les valeurs de ces variables ont été

agrégées sur différentes fenêtres temporelles :

— FPCMs, SCSs, BHBs et TB/TPs correspondant à la valeur disponible la plus

proche du moment de l'échantillonnage,

— FPCM305, SCS305, BHB305 et TB/TP305 correspondant à la valeur cumulative du

FPCM et aux valeurs moyennes des autres variables sur les 305 premiers jours

de lactation,

— BHB0-14, TB/TP0-14, BHB50-60 et TB/TP50-60 correspondant aux valeurs

moyennes des concentrations de BHB et du rapport TB/TP sur les 14 premiers

jours de lactation et entre les 50ème et 60ème jours de lactation, correspondant

au pic de la lactation, respectivement.
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Préparation, stimulation des échantillons et dosage des cytokines

Les étapes de préparation et de stimulation des échantillons ont été décrites en

détail dans la section 2.2.3. Pour mémoire, les échantillons sanguins ont été prélevés

à 101±11 jours de lactation pour éviter l'immunodépression faisant suite au vêlage.

De même, le protocole employé pour doser les concentrations plasmatiques des

cytokines et des chimiokines a été détaillé dans la section 2.2.4. À titre de rappel,

le panel de cytokines est composé de cinq cytokines impliquées dans la réponse

immunitaire innée (IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-6, TNF-α), cinq cytokines de la réponse

immunitaire adaptative (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ et IL-17A) et quatre chimiokines

(CCL2, CCL3, CCL4, CXCL10). Les concentrations plasmatiques de CXCL8 n'ont pas

été intégrées à l'analyse en raison de valeurs situées en-dehors de la gamme de

quantification en situation de stimulation pour de nombreuses vaches.

Analyses statistiques

Dans un premier temps, les relations entre les cytokines, les index génétiques et

les variables phénotypiques ont été investiguées à l'aide de modèles de régressions

linéaires. Ces derniers ont été ajustés séparément pour une cytokine et une situation

données. Chaque situation correspond à une variable dépendante particulière : les

concentrations des cytokines en l'absence de stimulation, les concentrations des

cytokines en présence de LPS et les différences des concentrations entre les deux

situations précédentes (delta).

Dans un second temps, une Classification Hiérarchique sur Composantes Princi-

pales (HCPC) a été mise en œuvre afin d'identifier des groupes de vaches présentant

des profils cytokiniques similaires. Les index génétiques et les variables phénoty-

piques des vaches des différents clusters ont été comparés par des tests de la somme

des rangs de Wilcoxon et des tests exacts de Fisher.

2.4.1.3. Résultats

En l'absence de stimulation, les régressions linéaires ont montré que la plupart

des concentrations des cytokines étaient associées positivement et de manière signi-
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ficative au rang de lactation. Toujours en l'absence de stimulation, l'INCELL et le

FPCM305 étaient négativement associés à la sécrétion de plusieurs cytokines, telles

que l'IL-1α, l'IL-2, l'IL-4, l'IFN-γ et le CXCL10. En revanche, après stimulation par le

LPS, les régressions linéaires ont mis en évidence très peu de relations significatives.

Parmi celles-ci, on retrouvait une association positive avec le rang de lactation (IL-

1RA, IL-17A et CCL2) et les concentrations de BHB50-60 (IL-6, CCL3 et CCL4). Ces

résultats soulignent l'importance du rang de lactation et de l'état métabolique dans

la modulation de la réponse immunitaire chez les vaches laitières.

Dans chaque situation, l'analyse par HCPC a permis d'identifier trois groupes de

vaches présentant des profils de sécrétion similaires. Ces clusters étaient distribués le

long de la première composante principale, expliquant à elle seule 49% (situation

delta) et 55,6% (situation LPS) de la variance totale, et se différenciaient par des

niveaux de concentration croissants pour la quasi-totalité des cytokines mesurées. En

l'absence de stimulation, le groupe 1 était caractérisé par des niveaux de sécrétion

plus faibles et était composé principalement de primipares, tandis que le groupe 3

présentait des concentrations de cytokines plus élevées, des concentrations de BHBs

plus faibles et était principalement composé de multipares. Ainsi, les profils cytoki-

niques semblent fortement influencés par le rang de parité et le statut métabolique

des vaches laitières. Concernant la situation en présence de LPS, le groupe 1 s'est

différencié du groupe 2 par un nombre plus élevé de primipares et du groupe 3 par

des concentrations plus faibles de BHB50-60.

Il est intéressant de noter que la plupart des vaches (16/18) qui avaient les

concentrations de cytokines les plus élevées en l'absence de stimulation, avaient les

concentrations parmi les plus faibles en situation de stimulation par le LPS. Ceci

soutient l'hypothèse d'une tolérance au LPS chez ces individus.

2.4.1.4. Discussion et conclusion

Cette étude a mis en lumière les interactions complexes entre la compétence

immunitaire et les facteurs génétiques et environnementaux relatifs à la production,

la santé mammaire et le statut métabolique des vaches laitières. Contrairement

aux études précédentes s'intéressant à la compétence immunitaire, le recours au
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dosage des concentrations plasmatiques de nombreuses cytokines a permis d'évaluer

non seulement le volet adaptatif de la réponse immunitaire, mais aussi son volet

inné. Parmi ces facteurs, le rang de lactation, la production laitière corrigée par les

taux butyreux et protéique, l'index génétique pour les cellules somatiques et les

concentrations de BHB étaient fortement associés aux sécrétions.

Notre étude a mis en évidence une association positive entre le niveau

d'inflammation basale et le rang de lactation. Ce résultat peut être interprété

de deux façons : des sécrétions de cytokines élevées favorisent la survie des

vaches laitières ou bien les sécrétions basales des cytokines augmentent au fil

des lactations, marqueur d'un phénomène d'immunosénescence. Bien qu'une

étude longitudinale soit nécessaire pour interpréter rigoureusement l'association

précédente, l'immunosénescence étant un phénomène rapporté dans différentes

études menées chez la vache laitière (69,70,356,357), un effet du rang de lactation

sur les sécrétion basales des cytokines semble plus probable. Si tel est le cas,

l'existence d'une immunosénescence impliquerait de prendre en compte la parité

dans la gestion de la santé des troupeaux laitiers et explique, en partie, la faible

longévité des vaches laitières. De plus, les profils de sécrétion des vaches présentant

des index génétiques élevés pour les cellules somatiques suggèrent une réponse

immunitaire adaptative modérée, évoquant des aptitudes à développer une réponse

immunitaire innée efficace et à la contenir à un niveau local.

En réponse au LPS, les sécrétions des cytokines pro-inflammatoires augmentaient

avec le déficit énergétique autour du pic de lactation, évalué via les concentrations

de BHB. Ceci pourrait être le signe d'un potentiel effet à long terme du déficit

énergétique sur la réponse immunitaire mais les éléments pour l'affirmer manquent.

De plus, une production élevée de lait corrigé par les matières grasses et les

protéines était associée à un niveau inflammatoire basal réduit et à une capacité de

réponse immunitaire adaptative accrue en réponse au LPS.

Malgré certaines limites liées, en partie, à la taille de l'échantillon d'étude, la

combinaison de la stimulation ex vivo de sang total avec du LPS et de la technologie

Luminex® s'est révélée être une approche intéressante pour étudier la compétence

immunitaire des vaches et ses relations avec divers caractères de production et
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fonctionnels. Des études à plus grande échelle dans des races et des environnements

différents sont cependant nécessaires pour généraliser ces résultats.
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Abstract

Background  Immune competence plays a pivotal role in productivity, health, and overall welfare in dairy 

cattle. This study aimed to investigate the genetic and environmental factors influencing immune 

competence in dairy cows, with a focus on cytokine secretion patterns and their relationship with lactation 

rank, milk production, udder health, and ketosis-related traits. An ex vivo stimulation of whole blood using 

lipopolysaccharide (LPS) and Luminex® technology-based cytokine assays were employed to assess 

response profiles in dairy cows from a divergent selection for mastitis resistance.

Results  Cytokine concentrations increased in relation to the lactation rank in the absence of stimulation, 

highlighting the aging process after just a few lactations in dairy cows. Besides, cows with higher breeding 

values for somatic cell count exhibited lower CCL3 chemokine secretion and cytokines related to type 2 and 

type 3 cell-mediated responses, suggesting a biased adaptive response against udder infections. Upon LPS 

stimulation, higher concentrations of β-hydroxybutyrate (BHB), indicative of negative energy balance, were 

associated with altered cytokine secretion patterns especially with increased pro-inflammatory cytokines. 

Additionally, cows with high milk production exhibited reduced basal secretion of inflammatory cytokines and 
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displayed a capacity for a more balanced adaptive immune response under LPS condition. Clustering 

analyses confirmed the cumulative effect of lactation rank and ketosis on the response patterns.

Conclusions  This study provides novel insights into the factors influencing immune competence in dairy 

cows, offering potential implications for targeted interventions and breeding strategies to enhance disease 

resistance and overall animal health in dairy farming practices.

Keywords

Dairy cow, whole blood assay, ex vivo stimulation, LPS, cytokines, immunosenescence, udder health, ketosis

1. Background

Maximizing the productivity and health of cows is of paramount importance to ensure sustainable 

and profitable dairy operations. One key aspect that affects the overall welfare and performance of 

dairy cows is their immune competence, which influences their ability to mount effective immune 

responses against pathogens and maintain, among other aspects, udder health.

Understanding the factors that contribute to immune competence in dairy cattle is the key to 

developing strategies to enhance their resistance to diseases and improve overall herd health and 

welfare. Previous studies have demonstrated that the immunity of dairy cows is influenced by a 

complex interplay of factors, notably in early lactation, but their description remains overlooked.

In this context, the present study employed a novel approach combining whole blood stimulation 

and a Luminex® technology-based assay to determine cytokine response in dairy cattle. Luminex® 

technology allows for the simultaneous measurement of multiple cytokines, enabling a 

comprehensive evaluation of the immune response profile. This approach provides a powerful tool 

to investigate the relationships between cytokine secretion patterns and individual traits.

The primary objective of this study was to investigate the genetic and environmental factors that 

influence immune competence in dairy cattle. Specifically, we aimed to assess the relationship 

between cytokine secretions and lactation rank, milk production, health with infectious and 

metabolic traits.
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To achieve this aim, we employed an approach combining precise immune phenotyping and data 

from well-characterized cows with genetic evaluation including several genomic breeding values 

for different traits of interest and dense phenotyping of traits related to lactation and health. These 

cows were issued from an experimental design with a wide range of mastitis-related genomic values

in a divergent selection for mastitis resistance. To capture the cow’s immune response under these 

relevant conditions, we used a whole blood assay using lipopolysaccharide (LPS) as an activating 

agent. By simulating the immune response in controlled settings, we were able to assess the 

capacity of the cow to respond to this stimulus related to innate immunity that is commonly used to 

evaluate inflammatory and immune responses in various species, including cattle.

Here, we provide novel insights into the factors influencing the immune competence of dairy cows. 

This knowledge can contribute to the development of targeted interventions and breeding strategies 

aimed at improving the health, welfare, and productivity of dairy cows and promoting more 

sustainable and profitable dairy farming practices.

2. Methods

2.1. Study population

The study population consisted of 105 Holstein-Friesian cows that were issued from a divergent 

selection on mastitis traits. Sires used to create the two divergent lines were chosen based on their 

genomic breeding values for Somatic Cell Count (SCC) and clinical mastitis. They were then 

divided into two categories: resistant if the average of the two previous breeding values was greater 

than 1, and control if the average was between -1.5 and -0.5, the remaining bull were not used. The 

first batch of cows was randomly inseminated with the selected sires. To achieve divergence, their 

daughters were then inseminated with a sire belonging to the same category as their father.

All cows were housed in a free stall barn at the Pin-au-Haras farm, an experimental dairy cow 

facility operated by the French National Research Institute for Agriculture, Food and Environment 

(INRAE). They were fed with a total mixed ration distributed twice a day. Water was available at 
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will. Cows were milked twice a day at approximately 7:30 am and 4:30 pm. Calvings were spread 

over the year.

Cows in the first (n=42), second (n=43), and third or higher (n=20) lactation will be referred to as 

L1, L2, and L 3⩾ , respectively.  Among them, 26 cows were pregnant at the time of sampling, which 

occurred at an average of 23 ± 18 days of pregnancy. The cows were confirmed to be free from 

zoonotic infections such as brucellosis, tuberculosis, and bovine leukosis. Their health status was 

assessed daily throughout the entire lactation period. From two weeks before to two weeks after 

blood sampling, six cases of clinical mastitis, one case of cystitis, and one case of lameness were 

reported and the affected cows were subsequently removed from the study. The cows were managed

in a single herd, ensuring that they were exposed to the same environmental factors.

2.2. Experimental design

The experimental design of the study followed a cross-over design where each cow served as its 

own control. The treatment involved two modalities: stimulation with a predefined concentration of 

lipopolysaccharide (LPS) or a null condition without stimulation.

2.3. Data collection

2.3.1. Husbandry data

2.3.1.1. Breeding values

The cows were genotyped with the EuroG10k chip (Illumina Inc., San Diego, CA). The breeding 

values for milk yield (gEBVMY), SCC (gEBVSCC), body condition score (gEBVBCS), and functional 

longevity (gEBVFL) were predicted from the genotyping data according to the French scale (1). 

2.3.1.2. Phenotypic data

Phenotypic data used in the study included milk yield, fat, and protein content of milk, SCC, milk 

β-hydroxybutyrate (BHB) concentration, and pregnancy status at the time of sampling.

Milk yields were recorded at each milking session while milk composition (fat, protein and BHB) 

was determined twice a week using mid-infrared spectroscopy. SCC was also measured twice a 
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week with a somatic cell counter (Fossomatic model 90, Foss Food Technology, Hillerod, 

Denmark).

Pregnancy status was determined by measuring the blood progesterone concentration.

SCC values were normalized through somatic cell scores (SCS) conversion (2):

SCS=log2(SCC100000 )+3

To ensure fair comparisons between cows and account for the energy used to produce milk, the fat- 

and protein-corrected milk (FPCM) was used instead of the raw milk yield. FPCM represents the 

quantity of standardized milk containing the same amount of energy as the raw milk (3):

FPCM=my× (0.337+0.116× fc+0.06×pc )

where my corresponds to the daily milk yield (kg), fc and pc correspond to the fat and protein 

content in percent by weight (%).

To account for the potential effects of the physiological stages on cytokine secretion, FPCM, SCS, 

BHB, and milk fat to protein ratio (FPR) were calculated over several temporal windows:

 FPCMs, SCSs, BHBs, and FPRs corresponding to the nearest values to the blood drawing,

 FPCM305, SCS305, BHB305, and FPR305 corresponding to the cumulative FPCM, the average 

SCS, BHB, and FPR over the first 305 days in milk, respectively,

 BHB0-14, FPR0-14, BHB50-60, and FPR50-60 corresponding to the average BHB concentrations 

and FPR over the first fourteen days in milk and between the 50th and the 60th days in milk, 

corresponding to the beginning and peak of the lactation, respectively.

2.3.2. Sample preparation and stimulation

Blood samples were collected at 101±11 days post-calving to avoid the period of the highest 

incidence of infectious diseases due to immune depression after calving and stimulated ex vivo as 

previously described (4). Samples were collected over eight sessions from March 2017 to January 

2018.
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2.4. Cytokine and chemokine measurement

The analytes of interest were five cytokines involved in the innate immune response (IL-1α, IL-1β, 

IL-1RA, IL-6, and TNF-α), five cytokines of the adaptive response (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ, and 

IL-17A), and four chemokines (CCL2 (MCP1), CCL3 (MIP1α), CCL4 (MIP1β), and CXCL10 

(IP10)).

Cytokines and chemokines median fluorescence intensities (MFI) were measured using a custom 

15-plex bovine cytokine assay from Merck-Millipore (SPRCUS617, Millliplex® xMAP®, Merck-

Millipore, France) and the MAGPIX® system (Luminex®) as previously described. MFI were 

determined by the xPONENT software (version 4.2.1324.0, Luminex Corp, Austin TX USA). 

Cytokines and chemokines MFI were converted to concentrations using dose-response curves 

modeled by 4 or 5 parameters logistic functions, as appropriate.

2.5. Descriptive statistics

As age influences numerous production and physiological traits, continuous variables included in 

the linear regressions (described below) were compared between lactation ranks (1, 2, and 3) ⩾
using Wilcoxon rank sum tests and categorical variables were compared using Fisher exact tests. 

Multiple comparison corrections with Benjamini-Hochberg method were applied.

2.6. Statistical analyzes

2.6.1. Linear regression models

The relationships between, on the one hand, cytokine concentrations (dependent variables) and, on 

the other hand, breeding values and phenotypic data (independent variables) were investigated 

using linear regression models.

A model was fitted separately for each cytokine in each condition (CTL, LPS, and difference of 

concentration between both conditions, referred below as to delta values). To avoid redundancy of 

information, correlations between independent variables were analyzed beforehand using the 

Pearson correlation coefficient. In the case of a high correlation (> 0.7) between two variables, the 
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one minimizing the Akaike Information Criterion (AIC) was preferred. Cytokine concentrations 

were log10-transformed to reduce the heteroscedasticity inherent in immunoassay. Continuous 

independent variables were centered and scaled to ease the interpretation of their relative effect on 

the dependent variables.

The initial models included all breeding values (gEBVMY, gEBVSCC, gEBVBCS, and gEBVFL), 

production (FPCMs and FPCM305) and functional traits (SCS305, BHB14, BHB50-60, BHBs), and parity 

rank as independent variables. 

A backward variable selection was performed with the likelihood ratio test as the selection criterion 

with significance level set at 0.05. Finally, to account for multiple comparisons, the p-values of 

coefficient estimates were corrected using the Benjamin-Hochberg method within each situation 

(i.e. CTL, LPS, and delta values). The goodness of fit of each model was assessed through 

standardized residuals and quantile-quantile diagrams.

2.6.2. Clustering Analysis

To investigate the possibility of cows sharing similar cytokine response profiles, a clustering 

analysis was performed using the Hierarchical Clustering on Principal Components (HCPC) 

method. This analysis aimed to identify distinct clusters of cows based on their cytokine secretion 

patterns.

The cytokine concentrations were centered and scaled to ensure comparability and reduce the 

influence of scale differences.

To reduce the dimensionality of the cytokine secretion data, a Principal Component Analysis (PCA)

was performed. The first principal components (PC) that explained, together, more than 60% of the 

total variance were retained for subsequent clustering analysis.

The retained PC from the PCA were then used as input variables for the HCPC method. The number

of clusters was determined with the higher relative loss of inertia. However, if the suggested 
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partition contained small clusters (less than 5 individuals), the number of clusters was reduced until 

it met this latter criterion.

The characteristics of the cows comprising the different clusters were compared pairwise using 

Wilcoxon rank sum tests and Fisher tests for continuous and categorical variables, respectively. 

Multiple comparison corrections with the Benjamini-Hochberg method were applied.

2.7. Statistical software

All statistical analyses were performed using R (version 3.6.3)(5). The dose-response curves were 

fitted using the drLumi package (version 0.1.2)(6), an R package dedicated to multiplex 

immunoassay data analysis. The variable selection was done using the stepCriterion function from 

the glmtoolbox R package (7), a set of tools to analyze generalized linear models. The cluster 

analysis was conducted with FactoMineR (8), an R package designed for multivariate exploratory 

data analysis and data mining.

3. Results

3.1. Individual characteristics according to the lactation rank

The main characteristics of the study group are hereby presented (Table  1). Most breeding values 

of L1, L2, and L 3⩾  cows were not significantly different except that L1 cows had a significantly lower

breeding value for SCC (P < 0.001) and the lowest breeding value for body condition score, with a 

significant difference with the L2 cohort (P < 0.05). In agreement with the breeding values for SCC,

L1 appeared to have the highest SCS305 (P < 0.01) and SCSs (P < 0.001).

L 3⩾  cows had a significantly higher 305-day milk yield than other cows (P < 0.01), as milk 

production generally peaks at this age. However, the lactation ranks did not differ in FPCM305 (P = 

0.21) or FPCMs (P = 0.14).

Around the peak of the lactation curve (6 to 8 weeks after calving), milk BHB concentrations 

differed significantly between L1 and L2 cows (P < 0.01), the latter having the highest 

concentrations. This difference was not observed for the FPR (P = 0.42). Besides, around the date 
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of the whole blood assay (WBA), BHB concentrations were significantly higher for L1 than L 3⩾  (P 

< 0.01). Similarly, the FPR values for L1 cows were significantly higher than for other cohorts (P < 

0.001).

3.2. Cytokine concentrations

As previously shown (4), the LPS stimulation induced cytokine secretions and their concentrations 

were globally higher than in the absence of stimulation (CTL condition) (Figure  1). Briefly, the CC

chemokines had the highest basal and stimulated concentrations, with CCL2 and CCL3 seemingly 

reaching a ceiling under stimulation. CCL4 had the highest difference between the two conditions 

(delta value). CXCL10 concentrations were low, both in the absence and presence of LPS 

stimulation. Despite low basal secretions, IFN-γ had the largest secretion range under stimulation 

while IL-17A had the lowest basal secretion and delta values. IL-2 and IL-4 had relatively low 

delta values. Among the cytokines, IL-1RA had the highest concentrations under stimulation and 

delta values, as well as TNF-α, which reached high concentrations after LPS stimulation.

3.3. Lactation rank has a major effect on basal cytokine levels

The relationships between cytokine concentrations and traits related to milk yield, udder health, 

ketosis, and lactation rank were investigated using linear regression models and results are 

summarized in Figure  2. In the CTL condition, the lactation rank, the genomic value for SCC 

(gEBVSCC), and the FPCM were significantly associated with the cytokine concentration levels. 

Overall, the cytokine concentrations increased significantly according to the lactation rank, except 

for TNF-α, IL-6, and CXCL10. gEBVSCC was negatively associated with IL-4, IL-1α, IL-17A and 

CCL3. BHB14 and BHB305 were respectively negatively associated with IL-1α and IL-6 secretions. 

FPCM305 was negatively associated with the secretion of five cytokines: IL-1α, IL-2, IL-4, IFN-γ, 

and CXCL10. Interestingly, FPCMs was positively associated with IFN-γ and CXCL10 but 

negatively associated with IL-17A.

For the LPS condition, fewer significant relationships between cytokine concentrations and animal 

traits were found. The lactation rank was positively associated with IL-1RA, IL-17A, and CCL2 
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concentrations. BHB50-60 was positively associated with IL-6, CCL4, and CCL3 concentrations, 

while BHB was negatively associated with CCL3 concentrations. FPCM305 was positively and 

negatively associated with IL-17A and IL-4 concentrations, respectively. gEBVFL was negatively 

associated with IL-4.

The differences in secretion between the conditions (delta values) showed only one significant 

relationship which was a positive association between lactation rank and IL-1RA concentration.

The previous analyses allowed us to identify redundant relationships between cytokine production 

and some specific traits, especially the lactation rank, FPCM, and gEBVSCC in the absence of 

stimulation. Altogether these results suggest a high variability of response amongst cows and, 

potentially, cows sharing the same response profile. This was further investigated by carrying out 

cluster analyses (HCPC).

3.4. Response profiles are related to the metabolic status and the lactation rank

3.4.1. Contributing cytokines to the clusterization

For the two conditions (CTL and LPS) and delta values, the first two principal components (PC) 

explained more than 60% of the overall cytokine concentration variance (CTL: 61.9% (Figure  3A),

LPS: 69.3% (Figure  3D) and delta: 65.5% (Figure  3G)).

In the CTL situation, the cytokines contributing the most to the first PC were CCL4, IL-1RA, 

CCL3, IL-17A, CCL2, IL-1β, and IL-2 (Figure  3B). The cytokines contributing the most to the 

second PC were CXCL10, IL-4, IL-10, CCL2, IL-2, and CCL4 (Figure  3C). In the LPS condition, 

the cytokines contributing the most to the first PC were IL-1α, TNF-α, IL-17A, CCL3, CXCL10, 

IFN-γ, IL-1RA, IL-1β and CCL4 (Figure  3E) while IL-4, IL-2, CCL2, IFN-γ and IL-1β 

contributed to the second PC (Figure  3F).

For the delta values, the cytokines contributing the most to the first PC were IL-1α, TNF-α, IL-1β, 

IFN-γ, CXCL10, IL-10, IL-17A and CCL4 (Figure  3A). The cytokines contributing the most to the

second PC were CCL2, IL-2 and IL-4.
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In each condition, the hierarchical clustering identified three clusters of unequal size. In the CTL 

and LPS conditions, the clusters aligned along the first PC, meaning they differed most in the 

overall level of secretion of almost all cytokines (Figures  S1 and  S2). For delta, cluster 3 

comprised only 8 cows that clearly differed from the other two by higher values on the first 

component, while cluster 1 (n = 55) and 2 (n = 42) mostly differed on the second PC (Figure  S3).

Further characterization of the clusters was performed by comparing production and functional 

traits using pairwise Wilcoxon rank sum tests and Fisher exact tests (Figure  5). The comparisons 

revealed significant differences in BHBs (0.03 and 0.02 mmol.L-1) and BHB50-60 (0.03 and 0.05 

mmol.L-1) concentrations between clusters 1 and 3 for both CTL and LPS conditions, respectively.  

Additionally, in the CTL condition, cluster 1 contained a higher proportion of L1 cows (n = 28, 

62.2%) than cluster 2 (28.6%, P < 0.01) and cluster 3 (11.1%, adjusted P < 0.001), while cluster 3 

contained a higher proportion of L 3⩾  cows (n = 9, 50.0%) than cluster 1 (6.7%, adjusted P < 0.001) 

and cluster 2 (19.0%, adjusted P = 0.04). These findings support the previous results obtained from 

linear regression models, indicating an increasing gradient of cytokine secretion correlated to the 

lactation rank in the absence of stimulation. With LPS, cluster 1 was still characterized by a higher 

proportion of L1 cows (60.7%) than cluster 2 (n = 16, 27.1%, adjusted P < 0.05).

3.4.2. Cows distribution amongst clusters

To determine if cows were evenly distributed amongst clusters, we compared cluster composition 

between conditions and looked for cluster correspondence (described as cow trajectory) (Figure  4).

Interestingly, 21 of 28 cows (75%) in the low secretion level cluster under LPS stimulation (cluster 

LPS 1) had also low basal secretion levels under the CTL situation (cluster CTL 1) and conversely 

only 3 of 18 cows (16.7%) in the high secretion level cluster under CTL situation (cluster CTL 3) 

were also part of the high secretion level cluster under LPS stimulation (cluster LPS 3). These 

distributions differed significantly from random (P < 0.001). The fact that most of the cows in the 

CTL 3 cluster (n = 13, 72.2%) were among the cows with the lowest delta values (delta 1 cluster) 
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also indicates that the cows with the highest basal secretion levels were among the poorest 

responders to LPS stimulation.

Finally the LPS cluster 3 and the delta cluster 3 were composed of individuals that originated from 

each of the different CTL clusters indifferently.

3.5. Discussion

The present study aimed to investigate the genetic and environmental factors influencing immune 

responsiveness to LPS in dairy cattle, with a focus on cytokine secretion patterns and their 

relationship with lactation rank, milk production, and health traits like mastitis and ketosis. Previous

methods developed to assess immune competence relied on adaptative immune response upon 

immunization (9–11), while innate immunity plays a pivotal role in infectious diseases, especially 

mammary infections (12,13). To our knowledge, our study is the first one investigating bovine 

immune competence using a dosage of a wide panel of cytokines after a whole blood assay. It 

allowed us to gain valuable insights into the bovine innate and adaptative immune responses.

Firstly, we observed a positive association between cytokine concentrations and the parity in the 

absence of stimulation, highlighting the complex interplay between lactation and immunity in dairy 

cows. This relationship is consistent with other studies which reported an increase in baseline 

inflammation with parity characterized by higher serum concentrations of TNF-α, IL-6, IL-10, 

TGF-β (14), IL-17A (15), and IFN-γ (15,16) in multiparous compared to primiparous cows. This 

phenomenon was described in other species and is known as inflammaging (17–20), part of a 

broader phenomenon known as immunosenescence (18,21). The latter was also described by several

studies conducted on transcriptomics data from Holstein Friesian cows. Notably, one study carried 

out by RNA-seq transcriptomics on leucocytes reported numerous differentially-expressed genes 

between parity ranks (22). L1 cows were characterized by an up-regulation of genes involved in 

innate immune response, cytokine secretion regulation (IL10, CD14, FGR, and IL17RC), T 

lymphocytes development and function (CCR7, CD27, IL17R, CAMK4, CD28), and fatty acids β-

oxidation. L 3⩾  cows were characterized by an up-regulation of genes involved in innate immune 
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response (e.g. TLR2), neutrophil degranulation, immune defense proteins (LYZ, CTSZ, SREBF1, 

GRN, ANXA5, ADARB1) and glycolysis. The switch in energetic metabolism along the parity rank

is also a strong marker of inflammaging. Indeed, resting immune cells predominantly use fatty acids

β-oxidation and oxidative phosphorylation to efficiently but slowly generate ATP molecules. Upon 

activation during inflammation, they switch to glycolysis, to less efficiently but more quickly 

generate ATP fuels (23–25). Globally, all transcriptomic changes confirmed a heightened activation 

of the immune system and inflammation baseline with higher parity. Although the underlying 

mechanism of inflammaging is not fully decrypted, it seems to be the result of (i) the persistence of 

senescent cells, (ii) accumulation of malformed proteins, (iii) leaky gut (26), (iv) a higher number of

memory T lymphocytes and a decrease of naive T-helper cells in peripheral blood (27) and/or (v) 

epigenetic changes (28). Some of those causes were actually described in Holstein Friesian cows. 

For instance, age-related alterations in peripheral leukocytes population such as a decrease in γδ T 

cell activity (16), and a higher B cell (15) but a lower T cell proliferative response (15,29), were 

also reported. Concerning age-related epigenetic changes, some of the changes described in humans

are consistent with the increase in cytokine secretions observed in our study. Especially, age-related 

loss of methylation of CpG motifs is reported like for the TNF promoter of peripheral blood 

leukocytes (30). This mechanism is likely to occur in dairy cows and could explain the increase in 

TNF-α secretion with the parity. Besides, those epigenetic changes are associated with long-term 

effects on innate immune cell functions, termed trained immunity (31,32), whose effects could be 

beneficial or detrimental depending on the conditions.

Another transcriptomics study was conducted on hepatic tissues from Holstein Friesian cows (33). 

Being the major source of acute phase proteins, the liver plays a pivotal role in innate immune 

response (34). This study demonstrated that liver aging was greatly influenced by the high 

metabolic demand stemming from successive lactations. The differential gene expression between 

older (more than 4 lactations) and primiparous cows revealed an impaired immune competence in 

the older cows. Especially, genes involved in antimicrobial peptides and LPS binding protein 
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productions were up-regulated in older cows, suggesting they are more frequently challenged by 

pathogens, maybe due to latent or chronic diseases (35,36), or a lower immunocompetence when 

facing infection.

Furthermore, our study revealed an association between breeding values for SCC and cytokine 

secretions. Cows with higher breeding values for SCC exhibited lower secretions of CCL3 

chemokine and cytokines involved in Th2 and Th17 cell-mediated responses. CCL3 is known to 

exert an attraction on neutrophils (37), macrophages (38), and various T-lymphocytes (39). These 

cells are the main contributors to the SCC (40). Breeding values for SCC being negatively 

correlated with SCC, lower CCL3 concentrations in cows with high breeding values for SCC is 

consistent. Th2 and Th17 cell-mediated responses are components of the adaptive immune 

response. This could mean that cows with high breeding values for SCC manage to develop an 

efficient innate immune response to tackle udder infections. Moreover, in our study, cytokine 

assessments were carried out on peripheral blood. So, in the absence of stimulation, the cytokine 

concentrations reflected the systemic inflammatory/immune state of the cows at the time of blood 

sampling. Hence, a lower adaptive immune response could be explained by the potential capacity of

high breeding-values cows to regulate inflammation at the local level. Another possible explanation 

could be the presence of other protective mechanisms or increased tolerance to pathogens resulting 

in reduced immune activation (41,42).

Cows with higher concentrations of BHB, indicative of some negative energy balance, exhibited 

altered cytokine secretion patterns. Notably, in the presence of LPS stimulation, cows that had high 

BHB concentrations when the milk production peaked at 40-60 days in milk, showed increased 

secretions of pro-inflammatory cytokines. This finding suggests a potential long-term effect of 

negative energy balance on the immune response to Gram-negative bacteria. Transcriptomic 

analysis of neutrophils in dairy cows suffering from metabolic stress reported downregulation of 

genes linked to apoptosis while genes involved in cell survival were up (43). These changes suggest
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that neutrophils survive longer during a metabolic imbalance and that could explain the lingering 

effect of negative energy balance on the immune response.

Moreover, our study revealed an association between milk production and cytokine secretion. Cows

with high FPCM throughout lactation exhibited reduced secretion of several cytokines in the 

absence of stimulation, indicating lower basal secretion levels. However, in the presence of LPS, 

these same cows exhibited higher concentrations of IL-17A, suggesting a capacity to deploy a 

tailored adaptive immune response to extracellular pathogens. This finding suggests that cows with 

high milk yield throughout the lactation may have a more balanced adaptive immune response.

Interestingly, in the LPS-stimulated condition, cytokines involved in the innate immune and 

inflammatory responses, and Th17 response appeared to contribute the most to the PCA axes, 

highlighting their crucial role to handle infection to Gram-negative bacteria. In the specific case of 

LPS stimulation, elevated cytokine secretions (IL-1β, IL-6, and TNF-α) are associated with a 

reduced blastogenic response of PBMC and an increased susceptibility to diseases during the 

transition period (41). If this observation can be transposed to our sampling period, which is likely, 

these findings would mean the first PC reflects the cows susceptibility to diseases.

Our clustering analysis provided further insights into cytokine secretion patterns related to lactation 

rank and BHB concentrations. Indeed, we observed a gradient of cytokine concentrations increasing

with parity which is consistent with the results of the linear model regressions. These findings 

probably confirm a cumulative effect of lactation on the immune system. Additionally, in the LPS-

stimulated condition, we observed a gradient of cytokine secretion increasing with BHB 

concentration at the peak of the lactation curve, corroborating the lingering effect of negative 

energy balance on the immune response to LPS stimulation.

Despite interesting findings that are in strong agreement with previous studies, several limitations 

should be taken into consideration for interpretation. First, although we assayed one hundred cows, 

the sample size remains relatively small, and a single herd was considered. Although the group of 
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dairy cows was part of a divergent selection experiment for mastitis susceptibility, a larger 

multicentric sample size would provide more statistical power and is needed for the validation of 

these results. Such a study would also help identify some other relationships between cytokines and 

variables that were not considered here due to lack of significance in our experimental design. 

Moreover, the imbalance in the distribution of cows amongst lactation ranks did not permit to 

evaluate the interactions with other variables. Besides, breed (44) and environmental factors (45–

47) have been shown to influence the immune response and patterns of cytokine response; so 

caution should be exercised when extrapolating these findings to other breeds or breeding systems.

In our study, we used ex vivo stimulation of whole blood samples with LPS to assess cytokine 

responses. While this approach allows for controlled experimental conditions, it may not fully cover

the complex relationship between immune and non-immune cells and the dynamics of the in vivo 

immune response. Furthermore, our study design was cross-sectional while a longitudinal study 

would provide a more comprehensive understanding of the changes in cytokine secretion 

throughout lactation and physiological stages, especially the period around calving.

Although the panel of cytokines has been shown to represent the core of the blood response and 

provided valuable insights, there are numerous other cytokines and immune markers, such as acute 

phase proteins (48), that could contribute to a more comprehensive understanding of immune 

regulation in dairy cows. Moreover, LPS is known to activate specifically TLR4 while there are 

several other TLRs and signaling pathways (49), such as TLR2 (50), which deserve to be 

investigated using whole bacteria or other TLR-specific ligands as previously shown (4).

Finally, readers should interpret results from our clustering analyses with caution. Although the 

cluster membership provided insights into patterns of cytokine secretion, it is based on statistical 

algorithms and may not fully capture the biological complexity and interactions amongst cytokines. 

By acknowledging these limitations, we can identify areas for future research. Besides, considering 

the practical implications of the findings, future studies could explore the potential application of 

immune competence assessment through cytokine detection in breeding programs and management 
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practices to improve disease resistance and overall animal health. For this purpose, a Genome-Wide 

Association Study (51) should help to identify the genetic determinants influencing the cytokine 

patterns observed in our study and to gain more insights into the modulation TLR4 signaling 

pathway. 
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5. Figures, tables, additional files

Table 1: Pairwise comparisons between lactation ranks (first, second, and third or higher). The 

comparisons were performed using a Wilcoxon rank sum test corrected by the Benjamini-Hochberg 

method. Lactation ranks not sharing the same superscript letter are statistically different (adjusted 

p value < 0.05).

Lactation rank 1 2 3 mean±sd

Number of cows 42 43 20 -

pregnant 10a 12a 4a -

SCS305 3.2±1.3a 2.3±1.1b 2.7±1.2ab 2.8±1.2

MY305 8186±1559a 8265±1297a 9172±847b 8406±1382

SCSs 2.4±1.5a 1.2±1.7b 1.2±1.6b 1.7±1.7

MYs 30.5±6.7a 34.5±5.2b 38.2±4.1c 33.6±6.3

FPCMs 29.5±6.2a 31.3±4.4a 32.7±4.5a 30.8±5.3

BHBs 0.036±0.028a 0.026±0.023ab 0.018±0.03b 0.028±0.027

FPRs 1.2±0.2a 1±0.1b 1±0.2b 1.1±0.2

BHB14 0.074±0.056a 0.07±0.048a 0.051±0.039a 0.068±0.05

FPR14 1.3±0.2a 1.2±0.1a 1.2±0.1a 1.2±0.2

FPCM305 7678±1400a 7544±1123a 8117±861a 7707±1209

BHB305 0.048±0.018a 0.056±0.022a 0.045±0.025a 0.05±0.021

FPR305 1.2±0.1a 1.2±0.1a 1.3±0.1a 1.2±0.1

BHB50-60 0.028±0.025a 0.05±0.034b 0.039±0.035ab 0.039±0.032

FPR50-60 1.2±0.2a 1.2±0.1a 1.3±0.2a 1.2±0.1

gEBVMY 208.2±509.2a 281.1±364.8a 372.4±452.4a 269.3±443.8

gEBVSCC -0.3±1.1a 0.2±1.1b 0.6±0.8b 0.1±1.1

gEBVBCS -0.1±0.5a 0.4±0.9b 0±0.8ab 0.1±0.7

gEBVFL 0.2±0.7a 0.3±0.6a 0.6±0.5a 0.3±0.6
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Figure 1: Boxplot of log10-transformed cytokine concentrations in pg.mL-1 without stimulation 

(CTL) and with LPS stimulation. The delta situation represents the log10-tranformed concentration

differences between both previous situation (LPS - CTL)
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Figure 2: Summary of linear regressions results after a variable selection with a backward stepwise

algorithm and using the likelihood ratio test to retain the best model. X and y-axis represent 
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respectively the independent variables (production and functional traits) and the analytes for a 

given situation (CTL, LPS or delta values). Size and color of a dot correspond respectively to the p-

value and the estimate of the regression parameter. Independent variables with adjusted p value < 

0.05 are circled in black.

Figure 3: HCPC carried on cytokine concentrations obtained for CTL (A-C), LPS (D-F) situations 

and delta values (G-I). On the plot of the individuals (A, D and G), each dot represents a cow and 

its color and shapes correspond to the cluster it belongs to. Colored numbers indicate the number 
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of cows in each cluster. The x and y-axis correspond to the PCA principal components. The 

proportion of variance explained by each principal components is shown in brackets. The 

contribution of the cytokines to the first (B, E and H) and second (C, F and I) principal components

are represented by a horizontal barplot.

Figure 4: Alluvial plot comparing HCPC clustering between CTL, LPS and delta. For a given line, 

the thickness is proportional to the number of individuals from the left cluster (before stimulation) 

going to the right cluster (after stimulation). The numbers represent the size of the clusters.
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Figure 5: Boxplots of estimated breeding values for milk yield (INLAIT), somatic cell score 

(INCELL), body condition score (INECPH), β-hydroxybutyrate concentrations in milk at the 

sampling date, at the peak milk yield, and fat- and protein-corrected milk on the 305 days in milk. 

The box colors correspond to the cluster determined by the HCPC for CTL, LPS and delta 

situations. Pairwise Wilcoxon rank sum tests were performed to compare clusters in each situation. 
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Only significant comparisons are shown in the figure (bracket topped with the corresponding p-

value). P-values were corrected using the Benjamin-Hochberg method for multiple comparisons.
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Figure S1: Boxplot of log10-transformed cytokine concentrations in pg.mL-1 for each cluster in the 

abence of stimulation. For each cytokine, pairwise comparisons between clusters were performed 

using a Wilcoxon rank sum test corrected by the Benjamini-Hochberg method. Clusters not sharing 

the same superscript letter are significantly different.
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Figure S2: Boxplot of log10-transformed cytokine concentrations in pg.mL-1 for each cluster in the 

LPS situation. For each cytokine, pairwise comparisons between clusters were performed using a 

Wilcoxon rank sum test corrected by the Benjamini-Hochberg method. Clusters not sharing the 

same superscript letter are significantly different.
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Figure S3: Boxplot of log10-transformed delta values for each cluster. For each cytokine, pairwise 

comparisons between clusters were performed using a Wilcoxon rank sum test corrected by the 

Benjamini-Hochberg method. Clusters not sharing the same superscript letter are significantly 

different.
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2.4.2 Extension aux autres stimuli
L'étude précédente a permis d'identifier des clusters de vaches présentant des

profils cytokiniques en l'absence de stimulation ou en réponse au LPS en lien

avec certains index génétiques, caractères de production et fonctionnels. La même

démarche a été appliquée à l'ensemble des stimuli. Cette partie propose une synthèse

des résultats obtenus.

2.4.2.1. Résultats et discussion

Modèles de régression linéaire

Les tableaux 2.2 et 2.3 font la synthèse des variables explicatives retenues dans

les modèles de régression linéaire conduits sur les concentrations absolues et la

variation de la concentration (delta) des cytokines, respectivement. Les résultats

détaillés sont disponibles dans l'Annexe D. Les associations entre les concentrations

des cytokines et les variables explicatives fluctuent d'un stimulus à l'autre. Cependant,

certaines associations présentent une redondance.

Le rang de parité est lié positivement aux concentrations d'IL-4 en réponse aux

stimuli bactériens. Cette observation est cohérente avec l'effet de l'âge sur la pola-

risation de la réponse immunitaire telle que décrite chez l'homme (358). En effet,

la proportion de LTH2 (cellules sécrétant de l'IL-4) dans les populations de LT4

augmente au dépend des LTH1. De même, chez la souris, l'âge est associé à une

diminution et une augmentation des sécrétions d'IL-2 (359) et d'IL-4 (360,361),

respectivement. Ainsi, la réponse immunitaire tend, avec l'âge, vers une réponse

de type 2. Ce constat a également été fait chez des génisses Prim'Holstein avec la

méthode HIR (342).

Contrairement au rang de parité, la gravidité est associée à une baisse des concen-

trations d'IL-4 au moins en réponse à HKEC et HKSU. Ce résultat peut paraître

étonnant car, au moins chez l'homme (362), la souris (363) et les bovins (364), le

début de la gestation est associé à une hausse de la réponse immunitaire de type

2, caractérisée notamment par des concentrations élevées d'IL-4. Cependant, il faut

souligner que cette association entre gestation et réponse immunitaire de type 2 a
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été observée en l'absence de stimulation, ce qui peut expliquer la divergence de nos

résultats.

Pour l'ensemble des stimuli, l'INCELL est associé négativement aux sécrétions

des cytokines. En particulier, cette association est observée pour les concentrations

d'IL-1β et d'IL-4 en réponse à HKEC et HKSA. Une étude s'intéressant à la réponse

immunitaire après une injection intramammaire de LPS a montré que les vaches

résistantes présentaient une réponse inflammatoire limitée par rapport aux vaches

plus sensibles (365). En particulier, cette réponse inflammatoire de moindre intensité

était caractérisée par une diminution d'IL-1β. De plus, les cytokines de la famille

des IL-1 sont connues pour favoriser le recrutement des GNN (366). Ces éléments

suggèrent que les vaches résistantes aux mammites sont capables de mieux contrôler

leur réponse inflammatoire.

En réponse à HKEC et HKSU, l'INLAIT est associé à une augmentation des concen-

trations de quelques cytokines telles que l'IL-2, connue pour polariser la réponse

immunitaire vers une réponse de type 1. Une corrélation entre la production lai-

tière et la réponse immunitaire à médiation cellulaire, généralement associée à une

réponse de type 1, a déjà été démontrée auparavant (51).

Le FPCM sur les 305 premiers jours de lactation est associé négativement à la

sécrétion d'IL-4 pour les trois stimuli bactériens. E. coli, S. aureus et S. uberis sont

connus pour induire une réponse immunitaire de type 3 (367). Les principaux

effecteurs de cette réponse sont les GNN (367). La migration et l'activité de ces

derniers est inhibée par l'IL-4 (368). Une diminution de la concentration de cette

cytokine semble donc nécessaire pour permettre une réponse immunitaire de type 3

efficace. Ainsi, les vaches ayant un FPCM305 élevé seraient celles qui parviendraient

à polariser correctement leur réponse immunitaire vers le type idoine. Par ailleurs,

pour HKSU, l'orientation vers une réponse immunitaire de type 3 est davantage

marquée par, en plus d'une diminution d'IL-4, une hausse d'IL-17A et de CCL2

(chimio-attraction des monocytes). Une hausse de CCL2 induite par IL-17A a déjà

été décrite dans des études antérieures (369,370).
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SCS305 est lié négativement à la sécrétion d'IL-4 lors d'une exposition à HKEC et

HKSA. Comme mentionné précédemment, cette diminution de sécrétion peut être

un moyen de recruter et d'activer les GNN (368).

Les vaches ayant des concentrations de BHB élevées autour du pic de lacta-

tion sécrètent plus de CCL4 et d'IL-6. Une hausse de la concentration plasmatique

d'AGNE, généralement corrélée à celle du BHB (371), entraîne une augmentation

de l'expression des TLR2 et 4 (372). Ainsi, il n'est pas étonnant d'observer une

augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-6, en

réponse aux stimuli bactériens.

Les sécrétions d'IL-17A et IL-1RA augmentent avec le rang de lactation pour

l'ensemble des ligands TLR. Une hausse d'IL-17A en réponse au LPS et à FSL-1 était

attendue car ces ligands sont généralement associés à des bactéries extracellulaires.

En revanche, pour GDQ, une hausse des cytokines polarisant la réponse immunitaire

vers le type 1 aurait été plus compréhensible. Une hausse de sécrétion de CCL2 est

également observée pour le LPS et FSL-1. Par ailleurs, le rang de parité est associé à

une augmentation de la concentration de la majorité des cytokines dans le cas de

GDQ. Ces éléments confirment le phénomène d'immunosénescence chez la vache

laitière.

La gravidité semble être associée à une augmentation des concentrations d'IL-1RA

dans le cas d'une stimulation par le LPS ou FSL-1. En revanche, elle est associée

à une augmentation des concentrations des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ,

IL-1α et IL-1β) et polarisant la réponse immunitaire vers le type 1 (IFN-γ) lors d'une

stimulation par GDQ. Le début de la gestation est caractérisé par une diminution de

la réponse de type 1 au profit de la réponse de type 2 (364). Une réponse de type

1 trop élevée peut même conduire à un avortement (373,374). Ainsi, bien qu'une

augmentation de l'intensité de la réponse de type 1 face à GDQ puisse paraître

contre-intuitive, il pourrait s'agir d'un mécanisme de défense inné lié à la gestation.

Comme pour les stimuli bactériens, l'INCELL est corrélé négativement aux concen-

trations des cytokines pour lesquelles cette variable a été retenue (CXCL10 et IFN-γ

pour FSL-1, et IFN-γ, IL-17A et TNF-α pour GDQ).
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Les sécrétions d'IL-4 semblent augmenter avec l'INLAIT en réponse au LPS et à

GDQ. Les vaches ayant un haut potentiel laitier ont donc une réponse immunitaire

de type 2 en réponse au LPS. Concernant GDQ, cette polarisation est moins franche

compte tenu d'une hausse de la sécrétion d'IL-2, cytokine impliquée dans la réponse

de type 1. Un effet du potentiel génétique laitier sur la réponse immunitaire innée

a déjà été décrit dans une étude précédente utilisant une méthode similaire à la

nôtre (375). Cette étude s'est intéressée à la sécrétion d'IL-1β en réponse à une

stimulation ex vivo sur sang entier avec du LPS, de l'acide lipotéichoïque (reconnu par

le TLR2, à l'instar de FSL-1) et des bactéries Gram négatives (E. coli, K. pneumoniae,

S. marcescens) et Gram positives (S. aureus, S. dysgalactiae et S. uberis) tuées par la

chaleur. La stimulation ex vivo a permis de mettre en évidence une sécrétion plus

grande d'IL-1β en réponse au LPS, à l'acide lipotéichoïque et aux bactéries Gram

négatives chez les vaches à faible potentiel laitier, une forte corrélation entre les

réponses aux bactéries Gram négatives et l'acide lipotéichoïque, une forte corrélation

entre les bactéries Gram positives chez les vaches à haut potentiel mais seulement

entre S. aureus et S. dysgalactiae chez les vaches à faible potentiel, et, enfin, une

forte corrélation entre S. uberis et E. coli. Nos analyses n'ont pas mis en évidence de

tels effets du potentiel laitier sur la réponse immunitaire innée mais plutôt sur la

réponse immunitaire adaptative.

Contrairement à l'INLAIT, l'INLGFO est associé à une diminution des concentra-

tions d'IL-4 pour FSL-1 et GDQ. La polarisation de la réponse immunitaire semble

donc jouer un rôle dans la longévité des vaches laitières.

Encore une fois, les concentrations d'IL-4 sont associées négativement au FPCM305

pour les trois ligands TLR.

Étonnamment, le FPCMs est associé à une hausse des concentrations d'IL-6 pour

les trois ligands TLR. GDQ se distingue des deux autres ligands des TLR par une

hausse de CCL2 et d'IL-10. Ces effets différents de ceux observés pour le FPCM305

sont potentiellement la conséquence de profils de production différents avec, d'un

côté, des vaches qui présentent un FPCM élevé au moment du prélèvement mais

persistant peu et, de l'autre côté, des vaches présentant un FPCMs modéré et une

bonne persistance. Ainsi, les vaches avec une bonne persistance du FPCM module-
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raient correctement leur réponse immunitaire contrairement aux vaches avec une

persistance limitée.

Les vaches ayant un SCS moyen élevé sur leur lactation 305 jours sécrètent moins

d'IL-4 en réponse au LPS et à GDQ. Selon une étude, les vaches souffrant d'une

mammite clinique ont une expression plus faible des gènes associés à l'IL-4 par

rapport aux vaches saines (376). De plus, comme mentionné précédemment, l'IL-4

inhibe le recrutement et l'activation des GNN (368), cellules somatiques majeures.

Un défaut de polarisation Th2 pourrait donc être à l'origine de SCS élevés.

Parmi les ligands TLR, les concentrations de BHB50-60 sont associées à la hausse de

nombreuses cytokines, en particulier CCL3, CCL4 et IL-6. Ce rôle pro-inflammatoire

du BHB a déjà été décrit par ailleurs (274).

Enfin, les concentrations de BHB à l'échantillonnage ont un effet négatif sur la

sécrétion de CCL3 et CCL4 pour le LPS et FSL-1. De même, son effet est négatif

sur la sécrétion d'IL-6 en réponse à GDQ. Les différences d'effet observées entre

les concentrations de BHBs et de BHB50-60 suggèrent que les vaches ayant des

concentrations de BHB50-60 élevées tendent à avoir une réponse pro-inflammatoire

exacerbée mais, si la concentration de BHB se maintient à un niveau élevé jusqu'au

prélèvement, son effet pro-inflammatoire diminue. Cette évolution de l'effet du BHB

pourrait s'expliquer par une forme d'épuisement cellulaire.

Le rang de parité est lié à une diminution des delta de CCL2 pour l'ensemble des

stimuli. Cette diminution est la résultante de l'association positive entre le rang de

parité et les concentrations de CCL2 en absence de stimulation. En effet, comme vu

précédemment, les leucocytes tendent à répondre à un stimulus par une sécrétion

maximale de chimiokines. Ainsi, si la concentration basale des chimiokines augmente

avec le rang de parité, le delta des chimiokines évolue selon une relation inverse.

L'INCELL est corrélé négativement au delta d'IL-1α et IL-1β en réponse à HKSA.

Ceci est cohérent avec l'association entre les concentrations brutes et l'INCELL,

observée en amont.

L'INLAIT est associé à une augmentation des delta de TNF-α et d'IL-1RA pour les

stimuli bactériens. Comme pour l'INCELL, ce résultat est cohérent avec celui obtenu

pour les concentrations brutes.
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Les vaches ayant un FPCM305 élevé sont capables d'augmenter très fortement

leur sécrétion de CCL2 par rapport à son niveau basal. Ce point est intéressant car

les résultats des modèles de régression linéaire ne permettaient pas de l'anticiper.

Le FPCM305 serait donc lié au recrutement des monocytes (377). Par ailleurs, le

FPCM305 est associé positivement aux sécrétions de nombreuses cytokines dans la

situation HKSU, en particulier IL-17A. Une bonne capacité de production dépendrait

donc de la capacité à orienter la réponse immunitaire vers une réponse de type 3.

Les vaches ayant un FPCMs élevé tendent à sécréter proportionnellement plus

d'IL-10. Les vaches capables de produire beaucoup à un instant donné seraient

donc les plus aptes à contrôler leur réponse inflammatoire en réponse à un agent

pathogène.

En présence d'HKEC et d'HKSA, le delta de CCL4 tend à augmenter avec les concen-

trations de BHB50-60. Ce résultat est cohérent avec l'association positive observée

entre les concentrations de BHB50-60 et les sécrétions de CCL4 en réponse à ces stimuli.

Le BHB est connu pour inhiber l'activité des macrophages (378). Une augmentation

du delta de CCL4 avec les concentrations de BHB50-60 est possiblement un mécanisme

destiné à compenser l'effet inhibiteur du BHB sur les macrophages. De plus, une aug-

mentation du delta de CCL4 en réponse à HKEC et HKSA confirme une implication

des macrophages dans l'élimination de ces agents de mammite (379,380).

Concernant les ligands des TLR, comme pour les stimuli bactériens, le delta de

CCL2 augmente avec le rang de parité. En revanche, en réponse à GDQ, ce dernier

est associé à une augmentation des delta de nombreuses autres cytokines impliquées

dans la réponse immunitaire innée (IL-1α et IL-1β), la réponse de type 1 (IFN-γ) et

le contrôle de la réponse immunitaire (IL-10). Ces éléments sont en accord avec le

phénomène d'immunosénescence déjà rapporté.

L'INCELL est associé à une diminution du delta d'IL-17A en réponse à FSL-1 et

GDQ. Cette diminution, également observée en présence mais aussi en absence de

stimulus, témoigne d'un contrôle très marqué de la réponse de type 3 chez les vaches

ayant un INCELL élevé.
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Les vaches ayant un INLGFO élevé sont caractérisées par un delta d'IL-4 plus

faible en réponse aux trois ligands des TLR, en lien avec les concentrations absolues

observées sous stimulation.

Le FPCM305 est associé à une augmentation du delta d'IL-6 en présence de LPS

et GDQ. Cette association n'était pas prévisible au regard des concentrations obser-

vées en absence et en présence de ces deux stimuli. Ceci suggère une capacité de

modulation de la sécrétion d'IL-6 augmentant avec le FPCM305.

Les concentrations de BHB50-60 sont corrélées positivement aux delta de CCL3

et IL-6 pour le LPS et FSL-1. Les concentrations d'IL-6 étant également croissantes

avec les concentrations de BHB50-60, cette relation suggère que les concentrations

de BHB autour du pic de lactation potentialisent à distance la sécrétion d'IL-6 ou

affectent les mécanismes de contrôle après activation des TLR2 et 4. Par ailleurs,

les concentrations de BHB50-60 sont aussi associées négativement au delta d'IL-

4 en réponse au LPS et à GDQ. Cette association n'aurait pu être déduite des

concentrations absolues et évoque une diminution de l'intensité de la réponse de

type 2 et, potentiellement, un recrutement et une activation plus importante des

GNN en réponse à ces deux ligands.

Enfin, les concentrations de BHB au moment du prélèvement sont associées à

une diminution du delta d'IL-6 en réponse au LPS et à GDQ, et à une augmentation

d'IL-1β en réponse à FSL-1. Dans le cas du LPS, l'association entre le BHBs et la

sécrétion d'IL-6 est opposée à celle observée pour le BHB50-60, signe d'un potentiel

épuisement cellulaire lorsque la concentration de BHB reste élevée sur une longue

durée.
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TABLEAU 2.2. : Synthèse des résultats des régressions linéaires conduites sur les concentrations des cytokines.

Variable CTL HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

parité ↑CCL2 (p<5.10-3)

↑CCL3 (p<5.10-3)

↑CCL4 (p=0.01)

↑IFN-γ (p=0.02)

↑IL-10 (p=0.01)

↑IL-17A (p<5.10-3)

↑IL-1RA (p<5.10-3)

↑IL-1α (p<5.10-3)

↑IL-1β (p=0.01)

↑IL-2 (p<5.10-3)

↑IL-4 (p<5.10-3)

↑IL-10 (p=0.07)

↑IL-4 (p=0.01)

↑IL-17A (p=0.06)

↑IL-4 (p=0.06)

↓TNF-α (p=0.2)

↑IL-4 (p=0.04) ↑CCL2 (p=0.02)

↑IL-17A (p=0.03)

↑IL-1RA (p<5.10-3)

↑CCL2 (p=0.01)

↑IL-17A (p=0.01)

↑IL-1RA (p=0.01)

↑CCL3 (p=0.03)

↑CXCL10 (p<5.10-3)

↑IFN-γ (p<5.10-3)

↑IL-10 (p=0.03)

↑IL-17A (p<5.10-3)

↑IL-1RA (p<5.10-3)

↑IL-1α (p<5.10-3)

↑IL-1β (p<5.10-3)

↑IL-4 (p=0.02)

↑TNF-α (p<5.10-3)

gravide ↓IL-2 (p=0.09)

↓IL-4 (p=0.09)

↓IL-4 (p=0.09) ↑IL-17A (p=0.06)

↑IL-1RA (p=0.08)

↑IL-1RA (p=0.04) ↑IFN-γ (p=0.01)

↑IL-1α (p=0.01)

↑IL-1β (p=0.02)

INCELL ↓CCL2 (p=0.05)

↓CCL3 (p=0.01)

↓IL-17A (p=0.01)

↓IL-1α (p=0.01)

↓IL-4 (p=0.01)

↓IL-1β (p=0.07)

↓IL-4 (p=0.04)

↓IL-1α (p=0.06)

↓IL-1β (p=0.06)

↓IL-4 (p=0.06)

↓TNF-α (p=0.06)

↓CXCL10 (p=0.07)

↓IFN-γ (p=0.08)

↓IFN-γ (p=0.02)

↓IL-17A (p=0.06)

↓TNF-α (p=0.04)

INECPH ↑TNF-α (p=0.02)
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Variable CTL HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

INLAIT ↑IL-17A (p=0.07)

↑IL-2 (p=0.07)

↑TNF-α (p=0.07)

↑IL-1RA (p=0.09)

↑IL-2 (p=0.1)

↑IL-4 (p=0.08) ↑IL-2 (p=0.04)

↑IL-4 (p=0.04)

↑TNF-α (p=0.04)

INLGFO ↓IL-4 (p=0.03) ↓IL-4 (p<5.10-3)

FPCM305 ↓CCL3 (p=0.05)

↓CXCL10 (p<5.10-3)

↓IFN-γ (p<5.10-3)

↓IL-1α (p<5.10-3)

↓IL-2 (p=0.02)

↓IL-4 (p<5.10-3)

↓IL-4 (p=0.01)

↑IL-6 (p=0.07)

↓IL-4 (p=0.06) ↑CCL2 (p=0.09)

↑IFN-γ (p=0.09)

↑IL-10 (p=0.09)

↑IL-17A (p=0.02)

↑IL-1RA (p=0.09)

↓IL-4 (p=0.1)

↑IL-17A (p=0.03)

↓IL-4 (p=0.03)

↓IL-4 (p=0.05) ↓IL-4 (p=0.01)

FPCMp ↑CXCL10 (p=0.01)

↑IFN-γ (p=0.03)

↓IL-17A (p=0.04)

↑CCL2 (p=0.07) ↑CCL2 (p=0.06)

↑IFN-γ (p=0.09)

↑IL-10 (p=0.06)

↑IL-6 (p=0.07) ↑IL-6 (p=0.06) ↑CCL2 (p<5.10-3)

↑IL-10 (p=0.02)

↑IL-6 (p=0.01)

SCS305 ↓IL-4 (p=0.03) ↓CCL4 (p=0.07)

↓IL-4 (p=0.04)

↓IL-4 (p=0.06) ↓IL-4 (p=0.07) ↓IL-4 (p=0.01)

BHB14 ↑IL-1α (p=0.03)
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Variable CTL HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

BHB50-60 ↑IL-6 (p=0.01) ↑CCL4 (p=0.04)

↑IL-1RA (p=0.09)

↑IL-6 (p=0.06)

↑CCL4 (p=0.06)

↑IL-6 (p=0.06)

↑CCL3 (p=0.03)

↑CCL4 (p=0.03)

↑IL-6 (p=0.03)

↑CCL3 (p=0.01)

↑CCL4 (p=0.01)

↑IL-10 (p=0.08)

↑IL-1α (p=0.07)

↑IL-1β (p=0.06)

↑IL-6 (p=0.01)

↑TNF-α (p=0.06)

↑IL-6 (p=0.02)

BHBp ↓CCL3 (p=0.03)

↓CCL4 (p=0.07)

↓CCL3 (p=0.05)

↓CCL4 (p=0.06)

↓IL-6 (p=0.01)
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TABLEAU 2.3. : Synthèse des résultats des régressions linéaires conduites sur les delta des cytokines.

Variable HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

parité ↓CCL2 (p=0.05) ↓CCL2 (p=0.03)

↓TNF-α (p=0.03)

↓CCL2 (p<5.10-3)

↑IL-17A (p=0.06)

↓CCL2 (p=0.09)

↑IL-1RA (p=0.01)

↓CCL2 (p=0.08)

↓IL-4 (p=0.06)

↓CCL2 (p=0.02)

↑CXCL10 (p<5.10-3)

↑IFN-γ (p=0.02)

↑IL-10 (p=0.03)

↑IL-1α (p=0.02)

↑IL-1β (p=0.03)

gravide ↑IL-1RA (p=0.1) ↑IL-17A (p=0.1) ↑CCL3 (p=0.08) ↑IFN-γ (p=0.06)

↑IL-1RA (p=0.07)

INCELL ↓IL-1α (p=0.06)

↓IL-1β (p=0.03)

↑CCL2 (p=0.1) ↓CXCL10 (p=0.02)

↓IFN-γ (p=0.01)

↓IL-17A (p=0.08)

↓IL-1α (p=0.09)

↑IL-4 (p=0.08)

↓TNF-α (p=0.08)

↓IL-17A (p=0.03)

INECPH ↑IL-17A (p=0.07) ↑IFN-γ (p=0.08) ↑IL-17A (p=0.03)

↑IL-4 (p=0.03)

↑TNF-α (p=0.04)

INLAIT ↑TNF-α (p=0.1) ↑IL-1RA (p=0.11)

↑TNF-α (p=0.1)

↑IL-1RA (p=0.08) ↑CXCL10 (p=0.08)

↑IFN-γ (p=0.08)

↑IL-17A (p=0.07)

↑IL-1RA (p=0.03)

↑IL-4 (p=0.06)

↑IL-6 (p=0.06)

2.4
Investigation

des
facteurs

génétiques
etenvironnem

entaux
influen-

çantla
réponse

cytokinique
sursang

entier

133



Variable HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

INLGFO ↓CCL4 (p=0.11) ↓IL-4 (p=0.1) ↓IL-4 (p=0.08) ↓IL-4 (p=0.05)

FPCM305 ↑CCL2 (p=0.1)

↑IL-6 (p=0.1)

↑CCL2 (p=0.03)

↑IL-4 (p=0.09)

↑CCL2 (p=0.02)

↑IFN-γ (p=0.08)

↑IL-17A (p=0.02)

↑IL-1RA (p=0.06)

↑IL-4 (p=0.07)

↑IL-6 (p=0.08)

↑IL-1β (p=0.1)

↑IL-6 (p=0.1)

↑IL-10 (p=0.05)

↑IL-6 (p=0.05)

FPCMp ↑IL-10 (p=0.03) ↑IL-10 (p=0.02) ↑IL-4 (p=0.08) ↑CCL2 (p=0.04)

SCS305 ↓CCL4 (p=0.04)

↓IL-10 (p=0.1)

BHB14 ↑TNF-α (p=0.09) ↓IL-1α (p=0.06)

BHB50-60 ↑CCL4 (p=0.04)

↑IL-1RA (p=0.1)

↑IL-1α (p=0.1)

↑IL-6 (p=0.1)

↑CCL4 (p=0.04) ↑CCL3 (p=0.09)

↓IL-2 (p=0.09)

↓IL-4 (p=0.09)

↑IL-6 (p=0.09)

↑CCL3 (p=0.06)

↑CCL4 (p=0.08)

↑IL-1RA (p=0.08)

↑IL-6 (p=0.08)

↓IL-4 (p=0.02)

BHBp ↓IL-1α (p=0.1) ↑CCL2 (p=0.09) ↓IL-6 (p=0.09) ↑IL-1β (p=0.08) ↓IL-6 (p=0.02)
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HCPC

Les HCPC ont été réalisées sur les concentrations absolues mais aussi sur les

valeurs delta des cytokines pour chacune des situations. Le nombre de composantes

principales retenu a été limité à deux et le nombre de clusters a été choisi de façon

à maximiser la perte d'inertie relative tout en conservant des clusters ayant un

effectif minimal de 5 individus. Les cercles des corrélations associés sont disponibles

en Annexe E. Pour l'ensemble des situations, ces critères ont permis de mettre en

évidence 3 clusters (Figures 2.2 à 2.5).

Dans la plupart des situations, les clusters étaient disposés le long de la première

composante principale, sauf pour les classifications conduites sur les valeurs delta. En

effet, dans le cas des valeurs delta obtenues en réponse aux bactéries (Figure 2.4), la

première composante principale permettait de distinguer le cluster 1 des deux autres

tandis que la seconde composante principale séparait les clusters 2 et 3. Concernant

la classification conduite sur les valeurs delta en réponse au LPS (Figure 2.5), la

première composante principale permettait de distinguer le cluster 3 des deux autres

tandis que la seconde séparait les clusters 1 et 2. Pour ce qui est des valeurs delta en

réponse à FSL-1 (Figure 2.5), les clusters étaient globalement disposés le long de la

première composante principale avec, en plus, une séparation des deux premiers

clusters et du troisième selon la seconde composante. En réponse à GDQ, les clusters

obtenus sur les valeurs delta (Figure 2.5) étaient disposés le long de la première

composante principale.

Pour les stimuli bactériens (Figure 2.2), les variables dont la contribution relative à

la première composante principale dépassait la contribution moyenne relative étaient

IL-1α, IFN-γ, CCL2 et IL-1RA tandis que IL-2 et IL-4 étaient celles qui présentaient

la plus faible contribution relative. Ainsi, les clusters se distinguaient les uns des

autres par l'intensité de leur réponse immunitaire innée, son contrôle et le niveau

d'activation des macrophages, ces différents éléments étant croissants du cluster 1

au 3.

Pour les ligands des TLR (Figure 2.3), la première composante principale était

globalement influencée par IL-1α, IL-1RA, TNF-α, IL-17A, CCL3 et IL-1β. Comme

pour les stimuli bactériens, IL-2 et IL-4 étaient les cytokines les moins bien projetées
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FIGURE 2.2. : HCPC conduite sur les concentrations des cytokines issues des situations HKEC,
HKSA et HKSU. Dans le graphique des individus, chaque point représente une
vache et ses forme et couleur correspondent au cluster auquel il appartient.
Les axes des abscisses et des ordonnées correspondent aux composantes de
l'ACP. La proportion de variance expliquée par chaque composante principale
figure dans les parenthèses. Les contributions des cytokines à la première et la
seconde composante principale sont représentées par des diagrammes à bâtons
horizontaux.
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FIGURE 2.3. : HCPC conduite sur les concentrations des cytokines issues des situations LPS,
FSL-1 et GDQ. Dans le graphique des individus, chaque point représente une
vache et ses forme et couleur correspondent au cluster auquel il appartient.
Les axes des abscisses et des ordonnées correspondent aux composantes de
l'ACP. La proportion de variance expliquée par chaque composante principale
figure entre parenthèses. Les contributions des cytokines à la première et la
seconde composante principale sont représentées par des diagrammes à bâtons
horizontaux.
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FIGURE 2.4. : HCPC conduite sur les valeurs delta des concentrations des cytokines issues
des situations HKEC, HKSA et HKSU. Dans le graphique des individus, chaque
point représente une vache et ses forme et couleur correspondent au cluster
auquel il appartient. Les axes des abscisses et des ordonnées correspondent
aux composantes de l'ACP. La proportion de variance expliquée par chaque
composante principale figure entre parenthèses. Les contributions des cytokines
à la première et la seconde composante principale sont représentées par des
diagrammes à bâtons horizontaux.
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FIGURE 2.5. : HCPC conduite sur les valeurs delta des concentrations des cytokines issues
des situations LPS, FSL-1 et GDQ. Dans le graphique des individus, chaque
point représente une vache et ses forme et couleur correspondent au cluster
auquel il appartient. Les axes des abscisses et des ordonnées correspondent
aux composantes de l'ACP. La proportion de variance expliquée par chaque
composante principale figure entre parenthèses. Les contributions des cytokines
à la première et la seconde composante principale sont représentées par des
diagrammes à bâtons horizontaux.
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sur la première composante. Les clusters étaient donc disposés le long d'un gradient

d'activation de la réponse immunitaire innée, de son contrôle et de la polarisation

de la réponse immunitaire adaptative vers le type 3. Ce gradient était croissant du

cluster 1 au 3.

Les premières composantes issues des ACP menées sur les valeurs delta des

bactéries (Figure 2.4) étaient principalement influencées par IL-1α, TNF-α, IL-6,

IL-10. Toutefois, HKSU se distinguait d'HKEC et HKSA par une contribution relative

importante de l'IFN-γ tandis que les deux autres comptaient toutes les deux la

chimiokine CCL3 parmi leurs plus forts contributeurs. La seconde composante était

principalement influencée par CCL2, IL-2 et IL-4. Ainsi, l'intensité de la réponse

immunitaire innée était croissante du cluster 1 au 3. De plus, les cluster 1 et 2

présentaient des sécrétions plus élevées de cytokines impliquées dans la polarisation

de la réponse immunitaire innée.

Pour ce qui est des ACP conduites sur les valeurs delta des ligands des TLR

(Figure 2.5), les cytokines présentant les contributions relatives les plus élevées

étaient TNF-α, IL-10, IL-1β, CXCL10 et IL-1α. GDQ se distinguait des deux autres

stimuli par une contribution plus importante d'IL-6. Les secondes composantes

étaient principalement influencées par CCL2, IL-2 et IL-4 pour le LPS et FSL-1, et

CCL2, IL-1α et IL-4 pour GDQ.

Pour le LPS et FSL-1, le cluster 3 était caractérisé par des valeurs deltas élevées

pour des cytokines impliquées dans la réponse immunitaire innée tandis que le

cluster 2 se distinguait du cluster 1 par des valeurs deltas plus élevées pour des

cytokines impliquées dans la polarisation de la réponse immunitaire adaptative.

Enfin, les clusters de GDQ étaient disposés selon un gradient croissant avec l'intensité

de la réponse immunitaire innée et de son contrôle.

Caractérisation des clusters

Des tests de la somme des rangs de Wilcoxon et de Fisher ont été mis en œuvre

pour identifier, respectivement, les variables continues et discrètes caractérisant les

clusters de chaque partition. Pour les HCPC conduites sur les concentrations des

cytokines, les tests de comparaison ont mis en évidence des différences significatives
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de concentrations de BHBs en absence de stimulation et en réponse à GDQ, de

concentrations de BHB50-60 en réponse au LPS et à FSL-1, et de rapports TB/TP14 en

réponse à HKSA (Figure 2.6). L'ensemble de ces différences a été observé entre les

clusters 1 et 3. Concernant les variables discrètes, les tests de Fisher ont montré une

hausse du rang de lactation du cluster 1 au cluster 2 en réponse au LPS et à FSL-1, et

du cluster 1 jusqu'au cluster 3 en réponse à GDQ. De plus, dans la situation FSL-1, le

cluster 3 contenait une proportion plus élevée de vaches gestantes que le cluster 1.

Pour les HCPC conduites sur les valeurs delta, les clusters 1 et 2 se distinguaient

par des différences d'INLAIT, de concentration de BHB50-60 et de FPCM305 en réponse

à HKEC, FSL-1 et HKSA, respectivement (Figure 2.7). En réponse à GDQ, les diffé-

rences significatives observées concernaient l'INEC, les rapports TB/TP autour du

pic de lactation et à la date d'échantillonnage. Ces dernières ont été observées entre

les clusters 1 et 2, mais aussi entre les clusters 1 et 3 pour l'INEC. Les tests de Fisher

ont montré des proportions de primipares plus élevées et de vaches gestantes plus

faibles dans le cluster 1 de la situation GDQ.

Ainsi, les concentrations absolues des cytokines augmentent lorsque le BHB50-60 et

le rang de lactation (GDQ) croissent (LPS et FSL-1), et lorsque le BHBs (CTL et GDQ)

et le rapport TB/TP14 (HKSA) diminuent. Pour le LPS et FSL-1, le rang de lactation

est principalement associé à une augmentation des sécrétions d'IL-2, d'IL-4 et de

CCL2. Concernant les valeurs deltas, leurs valeurs globales sont croissantes avec

l'INEC (GDQ). Les valeurs deltas de CCL3, CCL4, IL-1RA et IL-6 augmentent avec les

concentrations de BHB50-60 (FSL-1). Enfin, les valeurs deltas de CCL2, IL-2 et IL-4

augmentent avec le FPCM305 (HKSA). Ces relations entre les index génétiques, les

caractères phénotypiques et les sécrétions de cytokines sont cohérentes avec celles

observées via les régressions linéaires.

Comparaison des partitions

Les similitudes entre les partitions ont été mesurées à l'aide de l'indice de Rand

ajusté (ARI) (Figure 2.8). Bien que la répartition des individus dans les clusters

n'était pas liée au hasard dans de nombreux cas, les similitudes entre les partitions

étaient globalement faibles. Cependant, certaines d'entre elles étaient relativement

2.4 Investigation des facteurs génétiques et environnementaux influen-

çant la réponse cytokinique sur sang entier

141



0.033 0.049

0.048 0.013

0.018

FPCM305

TB TP305

TB TP50−60

TB TP14

BHB50−60

BHBs

INECPH

INLAIT

CTL HKEC HKSA HKSU LPS FSL GDQ

0
1000
2000

−1
0
1
2
3

0.00
0.05
0.10
0.15

0.00
0.05
0.10
0.15
0.20

1.0
1.5
2.0
2.5

1.0
1.4
1.8

1.2
1.4
1.6

4000
6000
8000

10000
12000

Stimulus

V
al

ue
cluster 1 2 3

FIGURE 2.6. : Distribution des index génétiques et des caractères phénotypiques au sein de
chaque cluster issu des HCPC conduites sur les concentrations absolues des
cytokines. Les clusters ont été comparés deux à deux au moyen d'un test de la
somme des rangs de Wilcoxon corrigé par la méthode de Benjamini-Hochberg.
Seules les comparaisons significatives apparaissent sur la figure.
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FIGURE 2.7. : Distribution des index génétiques et des caractères phénotypiques au sein de
chaque cluster issu des HCPC conduites sur les valeurs delta des cytokines. Les
clusters ont été comparés deux à deux au moyen d'un test de la somme des
rangs de Wilcoxon corrigé par la méthode de Benjamini-Hochberg. Seules les
comparaisons significatives apparaissent sur la figure.
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élevées : FSL-1 vs. LPS, HKECdelta vs. HKSAdelta, HKEC vs. HKSA, LPSdelta vs. FSL-1delta,

et les ligands bactériens vs. leurs valeurs delta respectives. Ces similitudes suggèrent

que les vaches auraient des réponses similaires d'un stimulus à l'autre.
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FIGURE 2.8. : Similitudes entre les différentes partitions issues des HCPC, évaluées par l'indice
de Rand ajusté.

Les distributions des cytokines étant continues, les HCPC n'ont pas permis de

définir des clusters nettement séparés les uns des autres, à l'exception des valeurs

delta obtenues en réponse à HKEC, HKSA, LPS et FSL-1. Ainsi, la discrétisation de

l'information permise par l'HCPC a induit une perte d'information trop importante

pour étudier les similitudes des partitions.
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Corrélations entre les composantes principales

La première composante de chaque ACP expliquant entre un et deux tiers de la

variance des différentes cytokines étudiées, l'analyse des coefficients de corrélation

de Spearman entre celles-ci a permis de palier le problème de discrétisation de

l'HCPC tout en agrégeant l'ensemble des cytokines en une seule variable. En effet,

les premières composantes principales obtenues, d'une part, pour les bactéries et,

d'autre part, pour les ligands des TLR sont fortement corrélées (Figure 2.9). Ce

constat est valable pour les concentrations brutes mais aussi pour les valeurs delta.

Ainsi, l'intensité de la réponse cytokinique des vaches laitières serait similaire d'une

bactérie à l'autre et d'un ligand des TLR à l'autre. Toutefois, comme vu dans le

premier article de l'étude, chaque stimulus possède sa propre signature cytokinique.
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FIGURE 2.9. : Corrélations de Spearman entre les composantes principales issues des ACP
conduites sur les concentrations (A) et les valeurs delta (B) des cytokines.

2.4.2.2. Conclusion

Comme pour la stimulation par le LPS, les analyses conduites sur l'ensemble

des stimuli ont permis de mettre en évidence une importante diversité de profils

cytokiniques caractérisée par des vaches faiblement et fortement répondeuses. Par

ailleurs, la comparaison des profils cytokiniques a mis en évidence, non seulement,
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des similitudes dans les profils de réponse au sein d'un même type de stimulus, mais

aussi, des différences importantes entre une bactérie donnée et les ligands activant

les mêmes TLR. L'étude de la réponse immunitaire vis-à-vis d'une bactérie ne peut

donc pas se résumer à un unique antigène. Enfin, les réponses aux stimulations par

S. uberis et GDQ ont montré une forte singularité par rapport aux autres stimuli.

Ces observations étaient également visibles dans les analyses intra-individuelles du

premier article.
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Discussion générale
3

L'ensemble de nos travaux a permis de décrire la diversité de réponse des cellules

sanguines chez des vaches laitières en lien avec leur fond génétique, leur parcours de

vie et leurs performances. Cette description a montré que la compétence immunitaire,

évaluée à travers la réponse sanguine à divers stimuli bactériens, n'était pas un

caractère phénotypique catégoriel variant selon le stimulus, mais plutôt un caractère

phénotypique continu et relativement constant entre les différents stimuli investigués,

dans le cadre analytique que nous avons développé.

Dans le premier volet de l'étude, la stimulation d'échantillons de sang total a

mis en évidence des signatures cytokiniques propres à trois isolats représentant les

principaux agents responsables de mammites (Escherichia coli, Streptococcus aureus

et Streptococcus uberis) dans l'espèce bovine. Ces signatures ont été identifiées grâce

au développement original et combiné d'un protocole de stimulation du sang, d'une

méthode de multiplexage reposant sur une technique d'immuno-analyse utilisant

des billes magnétiques, et d'un algorithme de machine learning supervisé, la PLS-

DA. Dans un second volet, nous avons cherché à investiguer dans quelle mesure

la réponse immunitaire des vaches laitières était influencée par des caractères

génétiques et phénotypiques, aussi bien en l'absence qu'en présence d'un stimulus.

Ces travaux constituent une première étape vers l'identification de biomarqueurs

qui permettraient d'évaluer de façon innovante et relativement aisée, la compétence

immunitaire des vaches laitières.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction générale, l'évaluation de la compétence

immunitaire pourrait servir dans les schémas de sélection génétique des bovins

laitiers ou dans l'évaluation de diverses mesures zootechniques pour réduire la

prévalence des maladies, avec des animaux plus résistants aux maladies infectieuses

endémiques, en particulier les mammites. L'intégration à large échelle d'un tel critère
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nécessite d'être facile à mesurer, peu coûteux et bien corrélé aux caractères que l'on

veut améliorer. À cette fin, la méthode développée et mise en œuvre dans le cadre de

cette thèse présente de nombreux atouts et a permis de produire des connaissances

de grand intérêt.

3.1 Stimulation ex vivo de sang total et technologie

Luminex® xMAP® : une combinaison fiable et

simple à mettre en œuvre
Contrairement à la méthode HIR (47), l'utilisation des cytokines comme bio-

marqueurs pour évaluer la réponse immunitaire ne requiert pas d'immunisation

préalable, ce qui présente plusieurs avantages. En effet, l'approche que nous avons

utilisée ne nécessite qu'une seule intervention sur les vaches pour prélever les

échantillons sanguins. Une intervention unique présente aussi l'avantage de limiter

les manipulations, qui sont chronophages, et de réduire le stress imposé aux ani-

maux (381) ; elle constitue un gain logistique significatif. De plus, s'affranchir d'une

immunisation préalable permet d'éviter de faire subir un stress immunitaire aux

animaux (382). Par ailleurs, le recours à une immunisation à des fins non préventives

ou curatives et en dehors d'un cadre disposant d'une autorisation de mise sur le

marché est discutable d'un point de vue éthique et réglementaire.

En dosant simultanément un large panel de cytokines, la trousse développée

par notre équipe avec Merck-Millipore® pour la technologie Luminex® xMAP®

autorise aussi bien l'investigation de la réponse immunitaire innée que la réponse

adaptative pour un antigène donné, en mettant l'accent sur la réponse à médiation

cellulaire. Ce dernier point est à souligner car la majorité des études portant sur la

compétence immunitaire s'intéresse principalement à sa composante médiée par

les anticorps (383). Comme mentionné précédemment, la méthode HIR permet

également d'évaluer la réponse à médiation cellulaire au moyen de la mesure du

pli cutané. Ce dernier permet la mesure de la réaction d'hypersensibilité retardée à

un stimulus, un type particulier de réponse à médiation cellulaire. Via l'utilisation
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des cytokines comme marqueurs de la réponse immunitaire, notre méthode permet

d'approcher la réponse à médiation cellulaire dans sa globalité (384).

À l'instar de la technologie Luminex® xMAP®, les tests ELISA permettent de doser

des composés divers comme les anticorps ou les cytokines (385). Cependant, la

méthode ELISA ne permet pas le multiplexage et requiert donc autant de dosages ré-

pétés que de cibles à doser. Grâce au caractère multiplex de la technologie Luminex®

xMAP®, le dosage des cytokines nécessite un nombre très réduit de manipulations

des échantillons et accroît la fiabilité des mesures tout en réduisant les coûts ana-

lytiques. Par ailleurs, le développement d'une méthode de stimulation du sang

tout-en-un en plaçant, en amont du prélèvement, l'agent de stimulation directement

dans la seringue destinée à recueillir l'échantillon de sang, permet également de

réduire les manipulations de l'échantillon et l'activation non spécifique des cellules

immunitaires.

Par son caractère ex vivo, la stimulation de sang total employée dans notre méthode

permet de tester une multitude d'antigènes différents sur un seul et même animal,

chose non réalisable par des approches in vivo reposant sur une immunisation ou

une intradermoréaction. La stimulation ex vivo permet donc d'étudier un plus grand

nombre de facettes de la réponse immunitaire. De plus, le sang est une matrice

biologique accessible à tout stade de la vie d'une vache, contrairement au lait qui

nécessite une première mise bas, n'est pas disponible durant la période sèche et est

difficilement accessible pour les races allaitantes. Le sang est donc un support de

choix pour évaluer précocement la compétence immunitaire.

Ainsi, la méthode développée dans cette thèse présente de nombreuses qualités

qui pourraient en faire une méthode de référence pour évaluer la compétence

immunitaire des vaches laitières. Ces qualités ont été mises à contribution pour

explorer la diversité intra- et interindividuelle de la réponse immunitaire.

3.1 Stimulation ex vivo de sang total et technologie Luminex® xMAP® :

une combinaison fiable et simple à mettre en œuvre
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3.2 Des signatures cytokiniques propres à chaque

stimulus
L'emploi d'une PLS-DA multilevel sur les MFI ajustées des cytokines après stimu-

lation a mis en évidence des profils cytokiniques spécifiques à un stimulus donné.

La discrimination était particulièrement performante pour les stimuli bactériens

(HKEC, HKSA et HKSU) avec un taux de mauvaise classification de seulement 1,5%

en utilisant uniquement les deux premières composantes de la PLS-DA. Parmi les

cytokines du panel de départ, les plus discriminantes étaient l'IFN-γ, le TNF-α, l'IL-1α,

l'IL-1β et le CXCL8. Les stimuli se distinguaient les uns des autres principalement par

l'intensité de la réponse innée qu'ils initient. La sPLS-DA a identifié trois cytokines

permettant une discrimination satisfaisante des stimuli bactériens : l'IFN-γ, l'IL-1β

et le TNF-α. Le taux de mauvaise classification était de seulement 1,6% sur les

trois premières composantes principales. Il est donc possible de réduire le panel de

cytokines pour investiguer la variabilité intra-individuelle et, par la même occasion,

de réduire les coûts.

Avec un taux de mauvaise classification de 6,8% sur les trois premières compo-

santes, la PLS-DA s'est révélée moins performante pour discriminer les ligands des

TLR que les bactéries. La diversité antigénique est probablement la cause de cette

différence de pouvoir discriminant. En effet, les bactéries présentent un plus grand

nombre de déterminants antigéniques que les ligands des TLR (386). Les bactéries

sont donc susceptibles d'activer un plus large éventail de PRR et, donc, d'induire une

réponse immunitaire plus stéréotypée. Les différences de diversité antigénique sont

certainement à l'origine de la divergence constatée entre les signatures cytokiniques

de certaines bactéries et les ligands activant les mêmes TLR.

L'aptitude de notre méthode à discriminer les stimuli bactériens permet d'envisager

des applications diagnostiques, notamment pour identifier des agents étiologiques.

Bien que les cultures bactériennes et la Polymerase Chain Reaction (PCR) per-

mettent déjà de révéler la présence d'un agent pathogène, elles ne permettent pas

de confirmer son implication dans un processus infectieux (387), contrairement

aux signatures cytokiniques qui témoignent de l'activation spécifique du système
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immunitaire. Notre protocole de dosage des cytokines préconise une incubation

des échantillons en présence des billes pendant toute une nuit pour maximiser la

capture des cytokines par les anticorps portés par les billes. Toutefois, à l'instar des

autres tests immunologiques, ce temps d'incubation est très certainement réductible

à quelques heures. Ainsi, notre méthode serait réalisable dans des délais similaires

à ceux de la PCR et plus courts que ceux de la culture microbiologique. À titre

d'exemple, l'une des méthodes employées pour détecter la tuberculose est le test

de dosage de l'IFN-γ. Ce test présente une sensibilité et une spécificité de 88,1%

et de 62,3%, respectivement (388). En se basant sur un plus grand nombre de

cytokines, notre méthode pourrait aussi améliorer les performances de détection de

la tuberculose (389).

L'utilisation de panels de cytokines étant une approche relativement récente, le

prétraitement des données pose encore question. Les dosages des cytokines ont été

exploités sous trois formes : les MFI brutes, les MFI ajustées à la moyenne et les

concentrations. Pour rappel, les MFI brutes correspondent aux données produites

par le logiciel xPONENT® à partir des données brutes de l'appareil de lecture

(MAGPIX®), les concentrations sont le résultat de la conversion des MFI brutes au

moyen des courbes dose-réponse et les MFI ajustées à la moyenne correspondent

à un écart de sécrétion par rapport à un profil moyen (354). Les courbes dose-

réponse étant sigmoïdes, la conversion des MFI brutes en concentrations entraîne

une amplification des valeurs à l'approche des asymptotes et impose de définir un

intervalle de quantification. Travailler sur les MFI brutes permet donc de travailler

sur l'ensemble des valeurs, y compris celles situées en-dehors de l'intervalle de

quantification. Cependant, les MFI sont propres à chaque système de dosage et

ne peuvent donc pas être comparées d'une étude à l'autre. De ce point de vue, le

travail sur les concentrations autorise justement la comparaison des dosages avec

d'autres dispositifs en plaçant les valeurs dans un même référentiel. En matière

de discrimination des stimuli, les MFI brutes donnent des résultats similaires à

ceux obtenus avec les concentrations. Cette similitude s'explique par la présence

de la plupart des dosages de cytokines dans les intervalles de quantification, les

courbes dose-réponse étant quasiment linéaires sur ces intervalles. Les MFI ajustées
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à la moyenne ont montré des performances de discrimination très bonnes mais

le sens des variables diffère de celui des MFI brutes et des concentrations. Leur

interprétation pose encore des questions auxquelles une approche intégrative comme

la nôtre ne permet pas de répondre.

L'amélioration du taux de mauvaise classification en adoptant une approche mul-

tilevel souligne l'importance de prendre en compte la structure de l'échantillonnage

lorsque l'indépendance des échantillons n'est pas vérifiée. En effet, l'approche

multilevel extrait la variabilité intra-individuelle et efface la variabilité interindi-

viduelle (390).

Comme mentionné précédemment, les signatures cytokiniques associées aux

stimuli bactériens diffèrent principalement par les sécrétions de cytokines impliquées

dans la réponse immunitaire innée. Cette dernière est connue pour sa reconnaissance

non spécifique des agents pathogènes via un système de récepteurs invariables (391) ;

nos résultats suggèrent au contraire que le profil de réponse est bien spécifique à

l'agent qui l'a induit. Cette spécificité est observable au sein même d'une espèce

bactérienne puisque deux souches distinctes peuvent induire des profils de sécrétion

différents (392). Ces sécrétions jouent un rôle important dans la mise en place de la

réponse immunitaire adaptative, son orientation (393) et la persistance des agents

pathogènes (392).

La stimulation ex vivo d'échantillons de sang total, combinée à la technologie

Luminex® xMAP® et à une PLS-DA multilevel, a permis d'investiguer la diversité

intra-individuelle en mettant en évidence l'existence de signatures cytokiniques

propres à chaque stimulus. L'amélioration de la discrimination des stimuli apportée

par l'approche multilevel suggérait la présence d'une importante diversité interin-

dividuelle de la réponse immunitaire. Cette variabilité est apparue associée à des

facteurs génétiques et environnementaux.
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3.3 Une compétence immunitaire variable selon

des facteurs génétiques et environnementaux
Les modèles de régression linéaire et les HCPC conduites sur les concentrations

des cytokines ont principalement mis en évidence une relation entre la réponse

immunitaire et le rang de lactation ou l'âge, et une association entre les profils de

réponse cytokinique et le statut métabolique.

Dans notre étude, une augmentation globale des concentrations de cytokines avec

le rang de lactation a été observée. Cette évolution pourrait être liée au phénomène

d'immunosénescence. Ce phénomène a été décrit chez de nombreuses espèces et

a été illustré récemment chez l'homme, lors d'infections par le SARS-CoV-2, par

l'« orage cytokinique » observé plus fréquemment chez les personnes âgées (394).

Jusqu'à présent, l'immunosénescence des bovins a été décrite par des études transcrip-

tomiques conduites sur les cellules mononucléées du sang périphérique (356,357). À

notre connaissance, nos travaux sont les premiers à suggérer une immunosénescence

en se basant sur les concentrations plasmatiques de nombreuses cytokines. Avec

une apparition dans le premier cinquième de l'espérance de vie naturelle (395), les

premiers signes d'immunosénescence sont étonnamment précoces chez la vache lai-

tière. À titre de comparaison, les premiers signes d'immunosénescence apparaissent

à partir de 40 ans dans l'espèce humaine (396), soit à la moitié de l'espérance de

vie moyenne d'un Européen (397). Nos résultats ne permettent pas de dire si cette

immunosénescence accélérée est liée à un effet de l'âge, de la lactation ou à un

effet combiné des deux. Toutefois, compte tenu d'une longévité des vaches non

productives d'environ 20 ans (395), l'hypothèse la plus probable est un effet de la

lactation. Celle-ci pourrait être vérifiée en employant notre protocole sur des vaches

laitières non mises à la reproduction. Si cette hypothèse est validée, les mesures

de maîtrise nécessiteront de réviser les critères de sélection sur les caractères de

production.

Les concentrations des cytokines sécrétées étaient associées positivement aux

concentrations de BHB dans le lait autour du pic de lactation, marqueur du bilan

énergétique. Comme mentionné dans l'introduction générale, le paradigme selon

3.3 Une compétence immunitaire variable selon des facteurs génétiques

et environnementaux
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lequel le déficit énergétique est à l'origine d'une baisse de la compétence immuni-

taire a été remis en question du fait de l'absence d'un lien de causalité clairement

établi (200). Malheureusement, les méthodes employées dans nos travaux n'ont pas

permis d'établir un tel lien.

Concernant la santé mammaire, une augmentation des valeurs de l'INCELL était

globalement associée à une diminution de l'intensité de la réponse cytokinique. Mal-

gré un fort effet des facteurs environnementaux, cette association suggère que des

déterminants génétiques impliqués dans l'INCELL le sont aussi dans la compétence

immunitaire globale des vaches laitières. Une étude très récente portant sur les

paramètres génétiques influençant les CCS corrobore cette hypothèse (398). En

effet, 32 gènes ont été identifiés comme influençant significativement les CCS de

vaches Prim'Holstein chinoises, certains d'entre eux étant impliqués dans le contrôle

de la réponse inflammatoire, la réponse cellulaire et les voies de signalisation des

TLR. En particuliers, l'un des SNPs identifiés dans cette étude concerne le gène

CD44. Chez la vache laitière, ce gène code une protéine transmembranaire jouant

un rôle dans la médiation et le contrôle du recrutement des cellules mononucléées

du sang (399). Plus précisément, cette protéine permet l'adhésion des cellules mo-

nonucléées à l'acide hyaluronique et aux cellules épithéliales mammaires. Compte

tenu de l'implication de ces gènes dans le recrutement des cellules immunitaires,

il paraît logique qu'ils jouent un rôle dans la compétence immunitaire, au-delà du

cadre des mammites.

Nos travaux ont mis en évidence une association entre les sécrétions de cytokines

et le niveau de production, évalué par la production laitière corrigé par les taux de

matières utiles (FPCM). Jusqu'à présent, le FPCM était principalement utilisé dans les

analyses de cycle de vie pour évaluer l'empreinte carbone des filières laitières (400).

En prenant en compte les matières utiles du lait, le FPCM reflète davantage la réelle

demande métabolique liée à la production laitière. Compte tenu de l'association

existant entre le bilan énergétique et la réponse immunitaire, l'utilisation du FPCM

s'avère pertinente dans notre étude. Le seul inconvénient est la rareté des études

utilisant ce mode d'évaluation de la production laitière pour comparer nos résultats.

D'après les concentrations d'IL-17A, les vaches ayant un FPCM305 élevé ont montré
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une meilleure capacité à développer une réponse immunitaire de type 3 et à la

moduler. Cette aptitude à orienter correctement la réponse immunitaire met en

exergue l'importance d'intégrer la compétence immunitaire dans les schémas de

sélection, aussi bien d'un point de vue fonctionnel que productif.

Ainsi, nos travaux ont permis non seulement d'investiguer la diversité interindivi-

duelle de la réponse immunitaire mais aussi d'identifier des facteurs génétiques et

environnementaux expliquant en partie cette diversité.

3.4 Une compétence immunitaire similaire d'un

stimulus bactérien à l'autre
Bien que l'analyse de la variabilité intra-individuelle du premier volet de nos

travaux ait montré que les profils cytokiniques différaient fortement d'un stimulus à

l'autre, l'analyse de la variabilité interindividuelle a montré une intensité de réponse

similaire entre, d'une part, les stimuli bactériens et, d'autre part, les ligands des

TLR. Dans le cadre de l'investigation de la diversité de la réponse immunitaire,

ces résultats sont très intéressants car ils montrent que l'intensité de la réponse

immunitaire est similaire quel que soit le stimulus bactérien employé, tout en

conservant une signature cytokinique propre à chacun d'entre eux. Ces résultats

suggèrent que les phénotypes immunitaires ne seraient pas de nature catégorielle

avec des vaches fortement répondeuses à certains agents pathogènes et faiblement

répondeuses à d'autres, mais plutôt continue avec des vaches ayant une intensité de

réponse cellulaire propre et indépendante de l'agent pathogène en cause. Contre

toute attente, les bactéries et les ligands censés activer les TLR correspondants

étaient peu corrélés. Dans une expérience de stimulation ex vivo de sang total, un

agent pathogène ne peut donc pas être réduit à l'un de ses antigènes. Par ailleurs,

la diversité des agents pathogènes exploités dans notre étude étant relativement

limitée, la similitude d'intensité de réponse immunitaire observée pour les trois

agents pathogènes responsables de mammites mériterait d'être confirmée pour

d'autres types d'agents (virus, parasites ...). Il est cependant intéressant de relever

3.4 Une compétence immunitaire similaire d'un stimulus bactérien à

l'autre
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les fortes corrélations entre les intensités de réponse lors des stimulations par le

LPS, caractéristique des bactéries Gram négatives, et par GDQ, ligand du TLR7/8

permettant de simuler une infection virale.

3.5 Limites et pistes d'amélioration
Bien que les analyses aient permis de produire des connaissances intéressantes,

elles présentent un certain nombre de limites principalement liées au caractère

nouveau de ces informations. En effet, le recours aux méthodes de multiplexage à

billes en immunologie bovine est très récent et suscite de nombreuses questions, no-

tamment celles du prétraitement des données obtenues. Nous avons vu que les MFI

pouvaient être traitées de différentes façons : nette, brute ou ajustée « à la moyenne ».

Si le faible bruit généré par l'instrument de mesure (MAGPIX®) permet d'utiliser les

MFI brutes plutôt que les MFI nettes sans perturber les analyses statistiques (352),

l'usage des valeurs ajustées pose question. Dans le premier volet de cette thèse, cet

ajustement a été conduit sur l'ensemble des conditions. Globalement, l'ensemble des

conditions était distribué linéairement dans l'espace, à l'exception de la situation

témoin sans stimulus. S'appuyant sur une régression linéaire prenant en compte

l'ensemble des situations de mesure, l'ajustement « à la moyenne » a conduit à une

surestimation des résidus pour la situation témoin. Un ajustement s'appuyant sur

une régression non linéaire pourrait corriger ce biais. Toutefois, cette surestimation

ne concernant que les cytokines dosées en situation témoin, les résultats du premier

volet de nos travaux ne sont pas remis en question car les analyses ont été réalisées

uniquement sur les mesures en condition de stimulation. La numération de la for-

mule sanguine aurait également permis d'ajuster les sécrétions des cytokines à la

concentration des cellules qui les produisent (granulocytes, lymphocytes, monocytes

...), et ainsi de voir si la variabilité interindividuelle de la sécrétion des cytokines

était le fruit du nombre de leucocytes ou de leur capacité sécrétoire. Par ailleurs,

les profils cytokiniques observés dans les conditions sous stimulation peuvent varier

selon la nature des stimuli mais aussi de leur quantité. En supposant que les profils

cytokiniques soient proportionnels à la quantité de stimulus appliquée, l'ajustement
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« à la moyenne » serait suffisant pour prendre en compte l'effet de la quantité. En

revanche, dans le cas contraire, les résultats de l'étude ne seraient pas généralisables

mais se limiteraient à une quantité précise d'un stimulus donné. Toutefois, la concen-

tration de chaque stimulus a été préalablement définie comme optimale, c'est-à-dire

permettant d'induire une variation significative de la quantité de cytokines produite.

Cela n'exclut pas que des différences interindividuelles puissent être observées avec

des concentrations différentes des ligands d'activation ou avec d'autres souches

bactériennes.

Le péripartum est la période pendant laquelle les vaches ont un risque accru de

développer des troubles métaboliques et/ou infectieux. L'altération de la réponse

immunitaire durant cette période n'est pas complètement comprise bien qu'une

diminution du nombre de LT et de la production d'IFN-γ par les cellules mononu-

cléées sanguines périphériques (PBMC) ait été décrite (401,402). Les échantillons

de sang ayant été prélevés à distance de la période péripartum (101±11 jours

postpartum, soit environ trois mois après la mise bas), ils ne permettent pas de

connaître la capacité immunitaire des vaches durant cette période de forte prédis-

position aux maladies. L'objectif était justement de s'affranchir du développement

possible d'affections de nature infectieuse ou métabolique à cette période qui aurait

limité notre capacité à évaluer l'influence des index génétiques sur la variabilité

interindividuelle de la réponse immunitaire.

La trousse de dosage proposée par Merck Millipore présente des performances sa-

tisfaisantes mais reste perfectible. En effet, pour la validation des trousses de dosage

immunologique, il est préconisé de doser en triplicata les échantillons d'étalonnage

et de disposer d'échantillons de contrôle à trois concentrations différentes (concen-

tration donnant la moitié de la réponse maximale, et concentrations haute et basse

proches des limites de quantification) (353). Cependant, le kit utilisé pour l'étude

ne propose que des échantillons d'étalonnage en duplicata, et deux concentrations

(haute et basse) pour les échantillons de contrôle. Il est également recommandé

de vérifier l'existence de réactions croisées (353) réduisant la spécificité des do-

sages. Ces réactions croisées peuvent être spécifiques (présence dans l'échantillon

d'un antigène quelconque présentant une affinité pour un anticorps normalement
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dirigé vers un antigène d'intérêt) ou non spécifiques (présence dans l'échantillon de

facteurs pouvant perturber la formation de la liaison anticorps-antigène, on parle

aussi d'effet matrice) (403). Le fabricant du kit assure l'absence ou la présence

négligeable de réactions croisées entre les cytokines/chimiokines du kit. L'absence

d'effet matrice n'est pas précisée mais il est maîtrisé en préparant les échantillons

d'étalonnage et de contrôle dans un milieu dont la composition est proche de celle

des échantillons. La linéarité de la dilution et la stabilité du kit ont été vérifiées par

le fabricant. Certaines cytokines ne couvrent pas la gamme des valeurs possibles

pour un nombre relativement élevé d'animaux. En particulier, la concentration de la

chimiokine CXCL8 est rapidement saturante, conduisant à une sous-estimation de la

mesure. Ceci pourrait être amélioré en modifiant la gamme de mesure (affinité des

anticorps, nombre de billes, temps d'incubation) ou en utilisant une dilution plus

élevée des échantillons, aux dépens des autres cibles dont le dosage est déjà bien

calibré. Il aurait été possible de tester plusieurs dilutions avec la même trousse de

dosage mais, pour des raisons essentiellement financières, cela n'a pas pu être réalisé.

De plus, le recours à plusieurs dilutions augmente le nombre de manipulations des

échantillons et les biais associés. À l'inverse, les cytokines IL-1α, IL-1β et IL-17A sont

en-deça de la limite de quantification inférieure pour de nombreux échantillons en

l'absence de stimulation, leur concentration basale étant extrêmement faible. La

limite de quantification inférieure est la plus faible concentration comprise dans la

gamme d'étalonnage ayant un %CV inférieur à 25%. Dans le cas d'IL-1α et IL-17A, la

limite de quantification inférieure correspond à la concentration de l'échantillon le

moins concentré de la gamme d'étalonnage car la limite de quantification réelle est

inférieure à cette dernière. Ainsi, un simple élargissement de la gamme d'étalonnage

permettrait de faire diminuer la limite de quantification inférieure d'IL-1α et IL-17A,

et de couvrir leurs gammes de valeurs physiologiques. Cependant, dans notre cas,

bien que la précision du dosage s'en trouverait augmentée, elle aurait peu d'intérêt

pour l'investigation des phénomènes biologiques étudiés.

Les analyses réalisées sur les variables liées à la production laitière ont été

conduites sur des valeurs agrégées. Cependant, l'agrégation ne permet pas de tenir

compte de la dynamique de ces variables. Les Functional Data Analysis (FDA) sont
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des méthodes d'analyse permettant justement de traiter des courbes et, donc, de

prendre en compte l'évolution d'une variable au cours du temps. L'implémentation

de telles méthodes dans des analyses futures permettrait sans doute de dégager

des relations occultées par l'agrégation des valeurs, en différenciant des groupes de

vaches ayant des trajectoires similaires pour les différents paramètres du lait étudiés.

De plus, les méthodes de réduction de la dimensionnalité employées dans cette

étude (ACP et PLS-DA) sont des méthodes linéaires. Ce choix a été fait car il facilite

l'interprétation des relations liant les variables aux clusters mais aussi les variables

entre elles. Cependant, les phénomènes étudiés ne sont pas forcément linéaires. Des

méthodes non linéaires telles que l'algorithme t-distributed Stochastic Neighbor Em-

bedding (t-SNE) ou encore l'Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP)

mériteraient d'être investiguées à l'avenir.

S'il est certain que le multiplexage à billes offre une fidélité plus élevée que celle de

l'ELISA du fait d'un nombre réduit de manipulations, cette fidélité n'est pas si élevée

dans l'absolu. Par exemple, la fidélité des dosages ayant recours à la chromatographie

est bien meilleure (%CV < 10%) (404). De plus, la fidélité a été évaluée par le

biais du %CV qui intègre, par définition, une pondération par la réponse moyenne.

Dans l'absolu, les variations sont donc beaucoup plus importantes pour les MFI

élevées. Certes, le manque de fidélité n'a pas empêché de mettre en évidence des

signatures cytokiniques propres à chaque stimulus bactérien. Cependant, il peut

être problématique si les phénotypes immunitaires reposent sur des différences de

sécrétion subtiles. De plus, les dosages immunologiques souffrent également d'une

variabilité inter-essai relativement importante mais compensée, en partie, par un

étalonnage et des contrôles pour chaque série de mesures.

Les études sur sang total nécessitent d'utiliser un anticoagulant au moment du

prélèvement. L'anticoagulant choisi dans cette étude est l'héparine. Au-delà de ses

propriétés anticoagulantes, l'héparine est connue pour ses effets anti-inflammatoires

et sa capacité à se lier à l'IL-6 et l'IFN-γ (405). Le recours à l'héparine comme

anticoagulant peut donc être une source de biais. Toutefois, l'usage d'un autre

anticoagulant tel que l'acide éthylène-diamine-tétra-acétique (EDTA), un chélateur

du calcium, peut aussi être une source de biais du fait du rôle du calcium dans
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l'exocytose des cytokines (106). D'ailleurs, une étude s'est intéressée aux effets de

l'anticoagulant sur le dosage de cytokines via un multiplexage à billes (406). Cette

étude a montré que les valeurs obtenues avec de l'héparinate de lithium différaient

de celles obtenues avec de l'EDTA.

3.6 Perspectives
Les signatures cytokiniques propres à chaque stimulus bactérien sont des résultats

prometteurs ouvrant la voie à l'utilisation du Milliplex® à des fins de diagnostic

des agents de mammite. Cependant, la réalisation de ce type de diagnostic sur

des échantillons de lait s'avère plus compliquée du fait de la présence de lipides

en grande quantité (globules gras, micelles ...) à l'origine d'un effet matrice non

négligeable (407). Toutefois, des résultats probants ont d'ores et déjà été obtenus

avec du lait de vache (408).

Comme pour la méthode HIR, la suite logique de nos travaux est l'élaboration

d'un système de notation de la compétence immunitaire. Un tel système permettrait

d'agréger les profils cytokiniques en une seule valeur et faciliterait l'identification de

déterminants génétiques associés à la compétence immunitaire.

Comme exposé précédemment, le péripartum est une période charnière marquée

par une diminution de la réponse immunitaire et une plus grande prédisposition

aux infections. Une étude s'intéressant à la diversité interindividuelle des réponses

immunitaires durant cette période paraît donc judicieuse. Il s'agit justement de

l'objet du projet Microsigns qui a pour ambition de mesurer la réponse au LPS à

deux dates encadrant le vêlage chez 425 vaches laitières issues de 25 troupeaux

commerciaux, en plus de la détermination des communautés bactériennes fécales

comme biomarqueurs de la bonne santé des vaches laitières. Ce projet permettra

donc de connaître les altérations de la production basale de cytokines autour de

la mise bas et de déterminer la dynamique des profils cytokiniques durant cette

période, y compris après activation de la réponse immunitaire innée. Au-delà de

l'augmentation de la taille de l'échantillon autorisant une plus forte puissance

statistique, ce projet multicentrique permettra l'investigation des effets troupeaux,
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en lien avec les différents modes de conduite alimentaire et sanitaire durant cette

période physiologique décisive.

Par ailleurs, l'extension de nos travaux à d'autres environnements permettront

de confirmer nos résultats, voire de les généraliser. Si tel est le cas, ils pourront

contribuer au développement d'interventions ciblées, de stratégies d'élevage et de

sélection visant à améliorer la durabilité et la rentabilité des exploitations laitières

bovines.
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Nos travaux ont permis d'investiguer la diversité de la réponse immunitaire des

vaches laitières en lien avec leur parcours de vie et leurs performances, au moyen

d'une méthode de dosage des cytokines par multiplexage après stimulation ex vivo

de sang entier. Cette nouvelle approche de phénotypage de la réponse immunitaire

innée et adaptative nous a permis de caractériser la diversité intra-individuelle de la

réponse immunitaire à l'égard de divers stimuli, d'identifier les facteurs liés à cette

réponse et d'en explorer la typologie et la variabilité interindividuelle.

La trousse de dosage utilisant la technologie Luminex® développée par l'UMR

IHAP, en partenariat avec Merck Millipore, a montré de bonnes performances pour

le dosage de quinze cytokines impliquées dans les voies innée et adaptative de la

réponse immunitaire, ainsi que dans le chimiotactisme leucocytaire. L'utilisation

de cette méthode de dosage sur des stimulations ex vivo de sang total couplée

à une PLS-DA multilevel a mis en évidence une signature cytokinique propre à

chacun des trois stimuli bactériens étudiés. Parmi les cytokines dosées, trois étaient

suffisantes pour discriminer correctement ces trois stimuli : l'IFN-γ, l'IL-1β et le TNF-α,

la première jouant un rôle majeur dans le volet adaptatif de la réponse immunitaire,

les deux autres dans son volet inné. Ainsi, nos travaux ont abouti à la validation d'un

protocole standardisé permettant d'investiguer la diversité intra- et interindividuelle

de la réponse immunitaire cellulaire chez les bovins laitiers.

La mise en relation des concentrations des cytokines, en présence et en l'absence

d'un stimulus, avec plusieurs indicateurs physiologiques et de santé, et plusieurs

index génétiques caractérisant les vaches de notre population d'étude a mis en

évidence des interactions complexes entre, d'une part, la compétence immunitaire

et, d'autre part, les facteurs génétiques et environnementaux relatifs à la production,

la santé mammaire et le statut métabolique. Parmi ces facteurs, le rang de lactation,
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les concentrations de BHB du lait, l'index génétique pour les cellules somatiques

(INCELL) et la production laitière corrigée par les taux butyreux et protéique (FPCM)

étaient fortement associés aux niveaux de sécrétion de plusieurs cytokines. Nos

résultats suggèrent l'existence d'une immunosénescence caractérisée par un niveau

d'inflammation basal croissant avec l'âge et ce, dès la deuxième lactation. Ce phéno-

mène souligne l'importance de prendre en compte la parité dans les études portant

sur l'évaluation de la réponse immunitaire. En cohérence avec d'autres études, nos

travaux ont également montré que le déficit énergétique autour du pic de lactation

était associé à une hausse des concentrations des cytokines pro-inflammatoires, sans

pour autant définir le sens de la causalité. À l'inverse, les vaches ayant des index

génétiques élevés pour les cellules somatiques avaient une réponse immunitaire plus

modérée, suggérant l'existence de déterminants génétiques communs à l'INCELL

et à la compétence immunitaire globale. Ces résultats motivent la mise en place

d'investigations plus approfondies des déterminismes génétiques et physiopatholo-

giques liant la résistance aux mammites et la réponse immunitaire. Par ailleurs, nos

analyses ont également mis en évidence une association positive entre le FPCM et

l'aptitude des vaches à déployer une réponse immunitaire de type 3, réponse adaptée

aux stimuli bactériens, et à la moduler. Bien que les caractères fonctionnels soient

généralement corrélés négativement aux caractères de production, cette association

montre que l'amélioration de l'immunocompétence n'est pas nécessairement défavo-

rable aux performances de production. Enfin, l'analyse de la typologie de la réponse

immunitaire a mis en évidence une intensité de réponse similaire entre, d'une part,

les stimuli bactériens et, d'autre part, les ligands TLR. Cette dernière analyse a

confirmé l'existence de phénotypes immunitaires variables chez la vache laitière.

Toutefois, ces phénotypes, caractérisés par l'intensité de la réponse immunitaire

évaluée via les concentrations des cytokines, présentent une certaine constance d'un

agent de mammite à l'autre.

La mise en évidence de signatures cytokiniques propres à chaque stimulus a mon-

tré le potentiel de l'utilisation de la technologie Luminex® à des fins diagnostiques,

notamment dans le cadre des mammites. De même, les analyses de la variabilité

interindividuelle de la réponse cytokinique ont mis en avant l'utilité de cette tech-
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nologie pour évaluer la compétence immunitaire. Par ailleurs, la mise en œuvre

de telles approches de phénotypage, à plusieurs moments au cours du péripartum,

permettrait de mieux comprendre certaines facettes de la réponse immunitaire au

cours de cette période clé dans la physiologie des vaches laitières. L'analyse de

ce type de données complexes représente un réel défi nécessitant de poursuivre

les développements méthodologiques. Ces derniers pourraient déboucher sur des

interventions ciblées ou des nouvelles stratégies de sélection génétique visant à

améliorer la durabilité et la rentabilité des exploitations laitières bovines.
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Annexes

A Contexte économique et social

TABLEAU 1. : Évolution des performances économiques des exploitations bovines laitières en
Europe de 2008 à 2019 (FADN)

Année 2008 2009 2010 2011 2012

Nombre de fermes 750719 688650 632757 628090 601155

Part de la production laitière (%) 0,8926 0,8926 0,9063 0,9104 0,8979

Surface fourragère (ha) 25,57 26,69 29,87 30,46 30,72

Nombre de vaches laitières (UGB) 26,41 28,5 30,96 31,54 32,32

Main d’oeuvre (UTA) 1,937 1,882 1,864 1,863 1,82

Part du travail familial (%) 0,8408 0,8383 0,8234 0,8215 0,8182

Lait produit par hectare de surface

fourragère (t/ha)

7,202 7,84 7,642 8,026 7,943

Production laitière (kg/vache) 6486 6556 6757 6908 6840

Production laitière totale (t) 171,3 186,9 209,2 217,9 221,1

Prix du lait (C/t) 332,2 273,6 315,3 350,4 338,8

Nourriture produite sur place 31,08 27 27,7 30,64 32,91

Nourriture achetée 69,44 60,37 64,18 76,77 83,71

Marge nette 32,89 -0,1514 27,06 41,45 16,78

Marge nette avec les aides couplées 34,74 1,712 30,07 44,46 19,84

Revenu net de la ferme 11522 8327 14571 16327 13647

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

582408 542584 528637 482108 458105 455581 446797

0,9161 0,9143 0,913 0,9136 0,9338 0,9342 0,93

32,19 34,04 33,49 36,21 39,35 39,76 40,66

34,19 36,68 37,8 41,07 44,72 44,59 45,47

1,85 1,897 1,824 1,856 1,971 1,954 1,98
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2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

0,804 0,8081 0,8086 0,8056 0,7858 0,7804 0,7702

7,673 7,886 8,507 8,404 8,587 8,498 8,586

6875 6965 7134 7129 7299 7390 7508

235 255,4 269,6 292,8 326,4 329,5 341,3

375,9 383,2 320,4 302,6 363,3 355,6 356,92

34,21 40,05 38,29 36 34,91 36,96 37,75

90,85 86,96 81,41 79,85 81,19 88,95 88,76

33,82 37,55 4,191 -7,967 44,72 19,63 22,86

36,28 40,61 10,55 -1,376 51,51 26,38 29,47

16561 17032 13410 14162 23506 18686 19370
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B Index génétiques

TABLEAU 2. : Index génétiques fonctionnels.

Sigle Nom complet Description

Santé mammaire

INCELL comptages cellulaires qualité du lait et résistance aux mammites

INMACL mammites cliniques résistance aux mammites

INSAMA santé mammaire synthèse des index liés à la santé mammaire

Fertilité

INFERT fertilité des vaches fertilité post-partum de la descendance femelle

INFERG fertilité des génisses fertilité post-partum des génisses

INVIA1 IVIA1 aptitude au retour en cyclicité post-partum

INFERS fertilité synthèse des index liés à la fertilité

Conditions de vêlage

INFNAI facilité de naissance conditions de vêlage liées aux veaux

INFVEL facilité de vêlage conditions de vêlage liées à

la descendance femelle

Vitalité des veaux

INVITN vitalité naissance mortalité de la descendance

dans les 48h suivant le vêlage

INVITV vitalité vêlage mortalité des veaux issus de la descendance femelle

dans les 48h suivant le vêlage

Longévité

INLGFO longévité fonctionnelle aptitude de la descendance femelle

à ne pas subir une réforme involontaire

TABLEAU 3. : Index génétiques de production.

Sigle Nom complet Description

INLAIT lait quantité de lait (kg)

INDEMP matière protéique quantité de matière protéique (kg)
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Sigle Nom complet Description

INDEMG matière grasse quantité de matière grasse (kg)

INDETP taux protéique taux protéique vrai (g/kg)

INDETB taux butyreux taux butyreux ou taux de matière grasse (g/kg)

INEL économique laitier reflet de la marge nette hors travail

ISU index de synthèse unique synthèse de l'ensemble des caractères

(laitiers, fonctionnels et morphologiques)

TABLEAU 4. : Index génétiques morphologiques.

Sigle Nom complet Description

INTR vitesse de traite

INPS profondeur du sillon de la mamelle

INPJ distance plancher-jarret

INEQ équilibre avant-arrière de la mamelle

INEA écart avant des trayons

INIA implantation arrière des trayons

INLT longueur des trayons

INHS hauteur au sacrum

INTE tempérament

INAA attache avant mamelle

INIB inclinaison du bassin

INAJ angle du jarret

INAH hauteur attache mamelle

INLP largeur poitrine

INPC profondeur du corps

INAS aspect

INLI largeur ischions

INLO locomotion

INMR membre vue arrière

INPI angle du pied

INEC état corporel

INMA mamelle synthèse de la conformation de la mamelle

INCC capacité corporelle synthèse de la conformation corporelle

INME membres synthèse de la conformation des membres

INMO morphologie synthèse morphologique globale
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C Multiplexage : technologie Luminex® xMAP®

Le multiplexage se définit comme une « combinaison de signaux indépendants

en un seul signal composite destiné à être transmis sur une voie commune » (409).

Notion faisant son apparition dans le domaine des télécommunications, en biolo-

gie, le multiplexage désigne des méthodes permettant de doser simultanément de

multiples molécules dans un échantillon.

C.1 Technologie xMAP®

xMAP® est un acronyme signifiant unknown Multi Analyte Profiling. Cette techno-

logie reprend les principes de l'ELISA et d'hybridation des acides nucléiques à des

fins de multiplexage. Elle repose sur l'usage de microbilles de polystyrène classiques

(MicroPlex®) ou aimantées (MagPlex®) mesurant respectivement 5,6 µm et 6,5

µm de diamètre. Leur surface est recouverte de groupes carboxyles. Ces derniers

sont capables de réagir avec des groupes amines pour former une liaison covalente

de type amide (Figure 1). Ils peuvent donc se lier directement à une protéine ou

indirectement à un acide nucléique par le biais d'une amine intermédiaire. Celle-ci

présente l'avantage d'éloigner les acides nucléiques de la microbille et de diminuer

l'encombrement stérique. Ainsi, l'hybridation entre l'acide nucléique de « capture » et

l'acide nucléique « cible » est facilitée. Les protéines de « capture » peuvent avoir des

fonctions diverses : anticorps, antigène, récepteur, ligand ou encore enzyme. Leur

point commun est leur capacité à se lier spécifiquement à une molécule cible, ou

analyte. Les billes classiques et aimantées possèdent respectivement 100 et 500 sites

de fixation. Les secondes offrent plus de sites de fixation du fait d'une surface plus

grande. Chaque bille est teintée avec deux colorants fluorescents : l'un répondant

aux rayonnements rouges et l'autre aux rayonnements du proche infrarouge. À cette

fin, les billes sont plongées dans une solution organique contenant les colorants à

des concentrations précises. Une fois les colorants absorbés, les billes sont retirées

de la solution organique et placées dans une solution aqueuse. En raison de leur

caractère hydrophobe, les colorants restent à l'intérieur des billes. La combinaison
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des intensités de fluorescence émises par chacun des colorants permet d'identifier

les billes et, indirectement, leur analyte cible (Figure 2).

C

O

O

C

O

N

N

Bille

Groupe carboxyle
Protéine
de capture

Groupe amine

Liaison amide

FIGURE 1. : Formation de la liaison amide entre les groupes carboxyles des microbilles et les
fonctions amines des protéines de capture.

La quantification des analytes requiert une étape de marquage. Celle-ci diffère

selon la nature de l'analyte. En effet, les protéines peuvent être marquées directement

ou indirectement au moyen d'une autre protéine portant le marqueur fluorescent

(Figure 2). Contrairement aux protéines de capture, les protéines de marquage sont

peu spécifiques et doivent être capables de se lier à l'ensemble des analytes ciblés

par les billes.

Ainsi, l'utilisation de la technologie xMAP® pour doser des biomarqueurs offre de

nombreux avantages :

— simultanéité des dosages,

— utilisation d'un volume réduit d'échantillons,

— gain de temps et réduction des coûts,

— existence de nombreux kits commerciaux prêts à l'emploi,
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— possibilité de créer des kits personnalisés,

— réduction du nombre de manipulations par les opérateurs,

— gain de reproductibilité.

C.2 Instruments de mesure
La lecture des microbilles nécessite des instruments de mesure particuliers. Il en

existe deux types : les cytomètres de flux (LUMINEX® 100/200, FLEXMAP 3D®

et xMAP INTELLIFLEX®) et les systèmes d'imagerie par fluorescence (MAGPIX®).

Le MAGPIX® étant l'instrument utilisé pour réaliser les dosages dans le cadre de

l'étude, seuls ses principes de fonctionnement seront présentés. Il s'agit d'un système

d'imagerie par fluorescence. Il est composé d'un module de mise en circulation des

fluides et d'un module optique. Ce dernier est composé d'une chambre de lecture,

d'un aimant, de diodes électroluminescentes (DEL) rouges (630 nm) et vertes (515-

521 nm), et d'un capteur photographique CCD (Figure 2). Le module de mise en

circulation des fluides assure l'acheminement des échantillons jusqu'à la chambre de

lecture du module optique. Une fois l'échantillon en place, l'aimant s'approche de

la chambre de lecture pour agencer les billes en une seule couche. Ensuite, les DEL

rouges s'activent pour illuminer les billes. Le capteur CCD prend deux photographies

pour chacune des fluorescences émises par les colorants, séparées au préalable par

un filtre. Ensuite, les DEL vertes éclairent la chambre de lecture pour obtenir les

fluorescences du marqueur et le capteur CCD prend une dernière photo. Pour finir, la

chambre est vidée et rincée pour laisser la place à un nouvel échantillon. Les étapes

précédentes sont illustrées dans la (Figure 2). Les photographies sont analysées pour

extraire les intensités de fluorescence des colorants et du marqueur. Ces intensités

sont mesurées à l'échelle de la bille. Pour chaque échantillon et chaque analyte, les

intensités de fluorescence des marqueurs sont agrégées en une MFI. Cette dernière

permet d'estimer indirectement la concentration de l'analyte au moyen d'une courbe

dose-réponse. Le système MAGPIX® est compatible avec les plaques de 96 puits

à fond conique, plat ou rond. Il peut doser jusqu'à 50 analytes par échantillon et

réaliser 4 800 points de mesure en moins d'une heure. Sa sensibilité est telle qu'il
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peut doser des protéines à des concentrations de l'ordre du picogramme par millilitre

et des acides nucléiques avoisinant les dix millions de copies par millilitre. Du fait

de son mode de fonctionnement, il est compatible uniquement avec les microbilles

aimantées (MagPlex®).

220 Bibliographie



FIGURE 2. : Principes de fonctionnement de la technologie xMAP® et du MAGPIX®.
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D Synthèse des résultats des régressions

linéaires
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FIGURE 3. : Résultats des régressions linéaires après sélection de variables avec un algorithme
pas-à-pas ascendant utilisant comme critère le rapport de vraisemblance. Les
abscisses et les ordonnées représentent les variables indépendantes et les cytokines
dosées après stimulation avec les bactéries (HKEC, HKSA et HKSU), respectivement.
La taille et la couleur d’un point correspondent à la p-valeur et au coefficient
d’une variable indépendante donnée, respectivement. Les variables ayant un effet
significatif sont entourées en noir.
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FIGURE 4. : Résultats des régressions linéaires après sélection de variables avec un algorithme
pas-à-pas ascendant utilisant comme critère le rapport de vraisemblance. Les
abscisses et les ordonnées représentent les variables indépendantes et les cytokines
dosées après stimulation avec les ligands TLR (LPS, FSL-1 et GDQ), respectivement.
La taille et la couleur d'un point correspondent à la p-valeur et au coefficient
d'une variable indépendante donnée, respectivement. Les variables ayant un effet
significatif sont entourées en noir.
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FIGURE 5. : Résultats des régressions linéaires après sélection de variables avec un algorithme
pas-à-pas ascendant utilisant comme critère le rapport de vraisemblance. Les abs-
cisses et les ordonnées représentent les variables indépendantes et les valeurs delta
obtenus après stimulation avec les bactéries (HKEC, HKSA et HKSU), respective-
ment. La taille et la couleur d'un point correspondent à la p-valeur et au coefficient
d'une variable indépendante donnée, respectivement. Les variables ayant un effet
significatif sont entourées en noir.
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FIGURE 6. : Résultats des régressions linéaires après sélection de variables avec un algorithme
pas-à-pas ascendant utilisant comme critère le rapport de vraisemblance. Les abs-
cisses et les ordonnées représentent les variables indépendantes et les valeurs delta
obtenus après stimulation avec les ligands TLR (LPS, FSL-1 et GDQ), respective-
ment. La taille et la couleur d'un point correspondent à la p-valeur et au coefficient
d'une variable indépendante donnée, respectivement. Les variables ayant un effet
significatif sont entourées en noir.
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FIGURE 7. : Cercles des corrélations relatifs aux ACP conduites sur les concentrations absolues
des cytokines.
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FIGURE 8. : Cercles des corrélations relatifs aux ACP conduites sur les valeurs delta des cyto-
kines.
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