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. Introduction

La durabilité des élevages laitiers dépend de la capacité d'adaptation des vaches laitieres et de leur
capacité a pouvoir réaliser des compromis entre les fonctions de lactation, reproduction et santé. Au
cours de ces dernieres décennies, la production de lait a considérablement augmenté en lien avec la
croissance de la demande mondiale des consommateurs. L'augmentation de production a été
possible grace a la sélection génétique via I'accroissement de la productivité des vaches, mais a
entrainé l'apparition d’animaux qui se sont révélés étre plus a risque, ayant des problémes
comportementaux, physiologiques ou immunologiques (Rauw and Gomez-Raya, 2015). Ainsi, chez les
vaches laitieres, celle-ci a entrainé des difficultés de reproduction avec une baisse de la fertilité et de
I’expression des chaleurs, posant de facon cruciale la question des compromis entre lactation,
reproduction et santé. La durabilité des exploitations dépend aussi de la maitrise des colts de
production. Face aux fluctuations des prix des intrants et du lait, des questions se posent sur
I’adaptation des systemes d’exploitation et notamment sur I'adaptation de I’alimentation qui est le
premier poste de charges en élevage laitier (70 a 80% du colt opérationnel de I'atelier lait, selon
Fischer, 2017). Les colts élevés des concentrés font ressortir la nécessité d’alléger la part des « co(ts
de concentrés » dans la ration et d’optimiser au maximum les fourrages produits sur I'exploitation. Il
s’agit aussi d’accepter d’éventuelles périodes de sous-alimentation notamment dans les systémes a
bas-intrants en cas de sécheresse. Or l'alimentation est un des principaux facteurs d’élevage
affectant la production laitiére et le métabolisme de la glande mammaire. La restriction alimentaire
est connue pour engendrer une diminution de la production laitiere et des changements
physiologiques chez les vaches laitieres (Guinard-Flament et al., 2006, Gross et al., 2011). La sévérité
et la durée du déficit énergétique causé par la restriction sont reflétées par I'évolution de la
production laitiere, le degré d’élévation des concentrations en acides gras non estérifiés (AGNE) et B-
hydroxybutyrate (B-OH) et la diminution en glucose (Drackley, 1999, Moyes et al., 2009). Or, ces
métabolites sont la principale source d’énergie des cellules immunitaires. La restriction alimentaire
jouerait donc aussi un role crucial dans la capacité de I'organisme a développer une réponse
immunitaire.

L'objectif de I'étude était d’examiner I'impact d’une restriction énergétique sur la capacité de la
vache laitiere a développer une réaction pro-inflammatoire et sur quelques descripteurs de I'état
sanitaire des animaux. Il s’agissait de tester la réponse immunitaire potentielle des cellules sanguines
et des cellules épithéliales mammaires (CEM) lors de challenges infectieux (cellules incubées in vitro
en présence de bactéries tuées). Cette restriction est réalisée a mi-lactation et non en début de
lactation afin d’étudier I'effet propre du déficit énergétique et de s’affranchir des changements
physiologiques liés a la période péripartum.

Une synthése bibliographique présente les effets d’'un changement de régime alimentaire sur les
performances zootechniques et la physiologie des vaches laitieres, puis sont respectivement
présentés les matériels et méthodes, les résultats et une discussion autour de la problématique :
Quel est I'impact de I'alimentation sur la réponse immunitaire potentielle des vaches laitieres face a
un challenge inflammatoire bactérien in-vitro ?



Tableau 1 : Effets d’une restriction alimentaire sur la quantité et la composition du lait produit

Auteurs

Friggens et al.
1998

Dessauge et al.
2011

Gross et al. 2011

Abdelatty et al
2017

Régimes alimentaires

Ensilage d’herbe avec :
Haut :

300 g de concentré par
Kg d’aliment

Bas :

100 g de concentré par
Kg d’aliment

Basal : 55% ensilage de
mais, 15% luzerne
déshydratée, 30% de
concentré

Restreint : 60% ensilage
d’herbe, 40% foin

Controle : régime haut
en énergie (concentré,
ensilage d’herbe et de
mais, concentrés)
Restreint : dilution avec
du foin, max concentré
de 0,4 kg de MS/j

Controle : ad libitum
(65% fourrages : luzerne
ensilage de mais, 35%
concentrés)

Restreint : Nourries a 60
de leur IMS ad libitum

Animaux

24 Holsteins x
Fresians

2 régimes haut et bas
en énergie

Croisements régimes
2x2

16 Holsteins x
Normandes

(2 groupes selon
alimentation : basal,
restreint)

50 Holsteins

P1:1312semde
régime controle P2 :
Puis 2 groupes (25
animaux) contréle et
restreint

10 Holsteins - 14 j de
régime contrdle, puis
2 groupes (5 animaux)
Controle et Restreint

Parité

Multipares de 2°me
a 8°™m¢ |actation

Zéme et 3éme
lactation

Multipares
3.2 £ 0.2 lactations

Multipares

Stade lactation

153%™m¢ jour de
lactation
(changement de
régime)

2 semaines avant
vélage a 11
semaines
postpartum

1 semaine avant
vélage a 26
semaines
postpartum

Période de
restrictiona 98 + 7
jours de lactation

4 jours de
restriction a 101
17 jours de
lactation

Ingestion de
Matiére séche

Régime haut :
21,2-24,2
ke/i

Bas :
17,1-17,8
ke/i

\

P1:16kg/j

Contréle : 24.8
ke/j

Restreint :
15.2 kg/j

Production
laitieére

- 5210 kg lait /j

Haut : 36 kg a
25,8 kg/j

Bas: 25 kg a 21
ke/j

Basal : 33, 5 kg/j

Restreint : 20,5
ke/j

Controéle :
30.5+0.7 kg/ j

Restreint :
27.4+0.5kg/j

Contréle :41.2 +
0.98 kg/j

Restreint : 33.0 £
0.98 kg/j

Composition du lait

Taux protéique (TP)
Haut:31.6-32.8 g/ kg
Bas:29.9-31.7 g/ kg

Taux butyreux (TB)
Haut:39.4 -39.8 g/ kg
Bas:42.2-43.5g/ kg

TP
Basal: 29.9 g/ kg
Restreint: 26.7 g/ kg

TB

Basal: 42.4 g/ kg
Restreint: 42.3 g/ kg
TP

C:33.7+0.72 g/ kg
R:31.7+0.43 g/ kg
TB

C:43.8+0.95g/ kg
R:44,20+ 0.80 g/ kg

TP
Contréle : 28.8 +0.67 g/ kg
Restreint : 27.5 £+ 0.84 g/ kg
TB

Contréle : 33.8 +1.32 g/ kg
Restreint : 36.7 £ 1,65 g/ kg



II.  Synthese bibliographique

[I.1. Effet d’une restriction alimentaire sur les performances zootechniques de I'animal

[1.1.1 Effet sur la quantité et la composition du lait produit

La quantité et la composition du lait produit varient en fonction des apports énergétiques et
protéiques journaliers. Chez la vache laitiere, le volume de lait et la synthése de lactose augmentent
a la fois lorsque I'apport d’énergie croit et lorsque I'apport de protéines croit (Coulon and Remond,
1991). La restriction alimentaire est associée a une diminution conjointe du niveau d’énergie et de
protéines apportés par la ration. Elle provoque une diminution de la production laitiere (PL) qui
dépend de sa durée et de son intensité. Une restriction sévére de 40%, réalisée sur une courte
période (vaches laitieres nourries a 60% de leur ingestion ad libitum durant 4 jours), a entrainé une
diminution de 20 % de la production laitiere en milieu de lactation (Abdelatty et al., 2017). Une
restriction modérée de 20%, réalisée sur une période plus longue (vaches alimentées a hauteur de
80% de I’énergie et des protéines digestibles dans le petit intestin, de 2 semaines prepartum a 11
semaine postpartum), a entrainé une diminution de la production de lait de 38% (Dessauge et al.,
2011). La restriction alimentaire provoque aussi une diminution du taux protéique (TP) et de la
concentration en lactose dans le lait (Friggens et al., 1998, Dessauge et al., 2011, Gross et al., 2011)
(Tableaul).

[1.1.2. Effet sur le nombre et 'activité des cellules épithéliales dans la glande mammaire

Des expériences réalisées chez la brebis et la vache laitiere ont montré qu’une restriction alimentaire
entrafnait une diminution du nombre de cellules épithéliales mammaires (CEM), qui sont les cellules
qui produisent du lait, dans la glande mammaire (Colitti et al., 2005, Dessauge et al., 2011). La
qguantité totale d’ADN dans la glande mammaire a été réduite de 20% chez les vaches restreintes par
rapport aux vaches témoins (Dessauge et al., 2011). Les alvéoles mammaires étaient de plus petite
taille et le taux de cellules apoptotiques était plus important chez les vaches soumises a une
restriction (Dessauge et al., 2011).

L’activité des CEM, étudiée par le biais des CEM exfoliées dans le lait, est aussi modifiée (Boutinaud
et al.,, 2015). Soumettre des vaches a une restriction alimentaire a des conséquences sur le taux
d’expression de certains genes impliqués dans la synthese des différents constituants du lait.
Plusieurs études montrent une diminution significative du taux d’ARNm du transporteur du glucose
SLC2A1 analysé dans les CEM exfoliées du lait, suggérant donc une diminution du transport du
glucose du compartiment sanguin vers les CEM (Boutinaud et al., 2008, Sigl et al., 2014). L’expression
des genes codant pour la kappa-caséine (CSNB) et I'a-lactalbumine (LALBA), deux protéines
présentes dans le lait, augmente lors d’une restriction alimentaire sur courte période (70% de
I’énergie ingérée ad libitum durant 4 jours) en début de lactation (Sigl et al., 2014). Elle ne varie pas
lorsque la restriction est appliquée en milieu de lactation. Mais I'expression de ces génes diminue






dans le tissu mammaire de la vache laitiere lors d’une restriction longue réalisée des le début de la
lactation (Dessauge et al., 2011).

[1.1.3. Effet sur le statut nutritionnel et I’état de I’animal

Plusieurs études ont montré une diminution des concentrations plasmatiques en glucose et en
insuline en réponse a une restriction alimentaire (Guinard-Flament et al., 2006, Bjerre-Harpoth et al.,
2012). Les tissus adipeux et musculaires sont mobilisés, entrainant une libération dans le sang
d’acides gras non estérifiés (AGNE), de B-hydroxybutyrate (B-OH) et de triglycérides (Bjerre-Harpoth
et al., 2012, Gross et al., 2013, Keogh et al., 2015). La réponse métabolique face a la restriction
dépend de sa durée, de sa sévérité et de sa période d’occurrence au cours du cycle de lactation. Une
restriction de 30%, sur une période longue (vaches alimentées a 70% de leur besoin en énergie
durant 3 semaines a 98 * 7 jours de lactation, JDL) a entrainé une augmentation des AGNE de 43%
chez les vaches restreintes par rapport aux vaches nourries ad libitum (respectivement 0.19. + 0.03
mmol/L vs 0.11 £ 0.02 mmol/L) (Gross et al., 2013). Aucune augmentation significative de B-OH a été
observée (Gross et al., 2013). Une restriction sévere, en début de lactation (60% de la ration a base
de paille durant 4 jours a 42 + 2 JDL) a entrainé une diminution de 17% de la concentration
plasmatique en glucose, une augmentation de 20% de la concentration en AGNE et de 70% de la
concentration en B-OH (Bjerre-Harpoth et al., 2012). Une restriction identique (60% de paille dans la
ration, 4 jours) appliquée en milieu ou fin de lactation (159 + 39 ou 273 + 3 JDL) a entrainé une
diminution de 10% de la concentration plasmatique en glucose, une augmentation de 40% de la
concentration en AGNE, et n’a pas eu d’incidence sur la concentration en B-OH (Bjerre-Harpoth et al.,
2012). La réponse métabolique face a la restriction varie en fonction du stade de lactation, de I'état
corporel des animaux, du niveau initial de la production laitiere et de la variation de la production de
lait. Les animaux vont s’adapter a la restriction via la chute de lait et la mobilisation. S’ils font chuter
tres fortement leur production de lait, alors ils auront peu ou pas a mobiliser leurs réserves
corporelles. Par ailleurs, c’est un phénomene en dynamique : au début de la restriction, les animaux
mobilisent leurs réserves puis ils adaptent leur niveau de production en fonction des apports
alimentaires.

[1.2. La réaction inflammatoire

[1.2.1. Initiation de la réponse inflammatoire

La réaction inflammatoire est la réponse de I'animal hote face a un trouble de son homéostasie
contre toute lésion tissulaire et/ou cellulaire pouvant étre de nature infectieuse, traumatique,
immunologique, néoplasique ou autre (Gruys et al., 2005). Lors de linitiation d’une réaction
inflammatoire, la mort cellulaire, en lien ou non avec une infection, s"accompagne de la présence de
sighaux de danger dans le milieu extracellulaire. Des cellules du systeme immunitaire, tels que les
macrophages, vont détecter ces signaux et sécréter des cytokines pro-inflammatoires comme
I'interleukine 6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) mais également des chimiokines



Tableau 2 : Concentration en haptoglobine dans le plasma sanguin en fonction du part et du statut
inflammatoire des animaux (Humblet et al, 2005).

Haptoglobine (mg/L)

Période autour du part Vaches saines Inflammation modérée Forte inflammation
(Jours)
-60a 0 <30 30-100 >100
1a7 <150 >150 /
>7 <30 30-100 >100

Tableau 3 : Classements des pathogénes en lien avec les mammites chez la vache laitiere en deux groupes
(majeurs et mineurs) et caractérisation par catégorie, bactérie Gram positive (Gram +) ou Gram négative (Gram
-), type de réservoir, et symptomes (Villard, 2017).

Type pathogéne Nom pathogéne Catégorie Type de réservoir Symptémes

Cliniques aiglies ou

Escherichia Coli Gram « - » Environnemental o
suraigiies
. Streptococcus . Cliniques aiglies
Majeurs L. Gram « + » Environnemental . .
Ubéris puis chroniques
Staphylococcus . o
Gram « + » Mammaire Cliniques
Aureus
Subcliniques
. (parfois chroniques,
Staphylococcus a .
o Environnemental et quelques cas
coagulase négative Gram « + » ]
mammaire cliniques bénins)
Mineurs
Corynebacterium . o
Gram « + » Mammaire Subcliniques

bovis



comme l'interleukine 8 (IL-8). Les chimiokines sont des cytokines chimio-attractantes. Elles sont
essentielles lors de cette phase précoce de l'inflammation car leur fonction principale est le
recrutement des cellules leucocytaires vers le site |ésé (Russo et al., 2014, Turner et al., 2014).

[1.2.2. L'haptoglobine, marqueur de I'inflammation

L’haptoglobine est synthétisée principalement par les hépatocytes. Il a été montré que la vache en
bonne santé présente des taux de base d’haptoglobine trés bas, voir indétectables (<10 mg/mL).
L'augmentation de sa concentration sérique est souvent corrélée a la sévérité de I'inflammation. Elle
peut augmenter dans le cas de l'inflammation de différents organes comme I'utérus, le tractus
digestif, la mamelle, induite par exemple par le vélage. C'est pour cette raison qu’elle est
physiologiquement plus élevée la semaine suivant le vélage (Humblet, 2005, Humblet et al., 2006)
(Tableau 2). Cette protéine est considérée comme un excellent marqueur de I'inflammation aiglie
chez les mammiferes et notamment le bovin.

[1.2.3. Inflammation de la mamelle : la mammite

11.2.3.1. Définition et agents pathogénes responsables

Une mammite désigne une inflammation d’un ou plusieurs quartiers de la mamelle due
principalement a une infection d’origine bactérienne. Il existe des cas de mammites « aseptiques ».
Ce sont des mammites provoquées par des traumatismes locaux (Noireterre, 2006)

Une mammite est dite clinique lorsqu’elle engendre des modifications des sécrétions lactées
produites par la glande mammaire (présence de grumeaux, plus aqueuses, traces de sang) ainsi que
des signes d’inflammation plus ou moins marqués (rougeur, chaleur, enflure). Elle est considérée
comme aigiie ou suraigiie lorsque les symptomes disparaissent rapidement, et chronique lorsque
son apparition est récurrente. Une mammite clinique peut étre qualifiée de bénigne si elle
n’engendre pas d’inflammation, de modérée lorsque les sécrétions lactées sont modifiées et que le
pis est inflammé et de sévere lorsque I'inflammation se généralise (fievre... etc). Une mammite est
dite subclinique lorsqu’elle n’engendre pas de changement macroscopique du lait. Elle se manifeste
par un comptage de cellules somatiques (CCS) élevé (supérieur a 200 000/mL de lait). Les mammites
peuvent étre classées selon 1) qu’elles proviennent de I'environnement (sol, litiéres...), elles sont
alors dites « a réservoir environnemental » ou 2) qu’elles se transmettent d’animal en animal
principalement pendant la traite, elles sont alors qualifiées de mammites « a réservoir mammaire »
(Descoteaux, 2004).

Les agents pathogenes responsables des mammites peuvent étre divisés en deux groupes, les agents
pathogénes majeurs et les agents pathogenes mineurs (tableau 3). Escherichia coli et Staphylococcus
Aureus sont deux agents pathogénes majeurs responsables de mammites cliniques chez les vaches
laitieres. Les mammites engendrent une réduction de la production laitiére et leur traitement peut






amener a une utilisation excessive d’antibiotiques (Villard, 2017). Elles ont donc un colt non-
négligeable en élevage laitier. Il apparait intéressant d’étudier les réactions de défenses immunitaires
des animaux face a ces bactéries en vue de sélectionner des individus capables de lutter
efficacement.

11.2.3.2. Réle des CEM lors d’une réaction inflammatoire déclenchée par des pathogénes responsables des
mammites

Les CEM représentent la population cellulaire la plus importante dans la glande mammaire saine et
jouent un réle clé dans le recrutement de cellules immunitaires lors des premiers stades d’infection.
Une corrélation positive entre la synthése de cytokines (TNF-a, IL-8) par les CEM et la présence de
particules d’E. Coli a été démontrée in-vivo (Bannerman, 2009). Des études montrent une
augmentation significative d’ARNm codant pour CXCL8 (IL-8) dans le tissu mammaire et de la
protéine CXCL8 dans le lait lors d’une infection par des pathogénes responsables des mammites. Les
CEM sont sensibles a la présence d’E. Coli et ajustent I'expression de cytokines en fonction de la
concentration en E. Coli dans le tissu mammaire (Bannerman, 2009, Gunther et al., 2010, Schukken
et al., 2011). L'IL-8 est impliquée dans le recrutement des granulocytes neutrophiles. Il a été montré
que le géne codant pour CXCL8 est un des premiers genes exprimés dans le tissu mammaire aprés un
stimulus infectieux in vivo (Schukken et al, 2011).

[I.3. Effet d’une restriction alimentaire sur la réponse inflammatoire

Peu d’articles publiés dans des journaux scientifiques relatent I'effet d’'une restriction alimentaire sur
la réponse inflammatoire. Etant donné le peu de références chez le bovin, cette partie
bibliographique sera consacrée a plusieurs espéces.

[1.3.1. Effet sur la concentration sérique en haptoglobine lors d’un challenge infectieux

Une étude montre que, lors d’une infection mammaire expérimentale avec S. Ubéris, des vaches en
déficit énergétique ont des concentrations en haptoglobine plasmatique jusqu’a deux fois plus
importantes que des vaches ayant un équilibre énergétique positif (respectivement 0.1 ng/mL et 0.2
ng/mL 20h aprés le lancement du challenge inflammatoire). Une production plus importante
d’haptoglobine par le foie est donc une réponse de I'organisme afin de combattre les pathogénes
(Moyes et al., 2009).

[1.3.2. Effet sur les cytokines

Chez les lapins, la restriction alimentaire sur une période longue (nourris a hauteur de 75% de la
qguantité d’aliment ingérée ad libitum durant 28 jours, du sevrage a 68 jours d’age) a entrainé une
augmentation de I'expression des ARNm codant pour les cytokines IL-1f et IL-2 (respectivement






+30% et + 77% par rapport a une alimentation standard). La restriction a entrainé une diminution de
I’expression de TNF-a. Elle n’a pas affecté la production d’IL-8 dans le plasma (Knudsen et al., 2015).

Chez ’'homme, I'induction d’une hypoglycémie par injection d’insuline a provoqué une augmentation
de la concentration en cytokines pro-inflammatoires dans le sang. L’injection d’insuline a induit une
augmentation de TNF-a de 25%. La concentration a atteint un pic 45 min aprés injection. L'IL-8 a
augmenté de 45% et a atteint un pic 60 min apreés injection. L'IL-6 a augmenté de 45% et a atteint un
pic 120 min apres injection. L'IL-1B a augmenté de 48% et a atteint un pic 240 min aprés injection
(Razavi Nematollahi et al., 2009).

Chez la vache laitiere (race Prim’Holstein, primipares, n=24), I'inoculation d’endotoxines (100 pg de
toxines issues de la membrane de bactéries) dans un quartier de la mamelle aprés 2 semaines
d’alimentation ad libitum (n=12) ou de restriction alimentaire (apport de 80% des besoins en énergie,
n=12) a entrainé une augmentation de la concentration en TNF-a dans le lait de 16% chez les
animaux restreints par rapport aux animaux nourris ad libitum (respectivement 2,7 et 3,2 ng/mL 6h
apres inoculation). Par contre, aucun changement significatif de la concentration en TNF-a n’a été
observé dans le sang (Perkins et al., 2002). Chez des vaches multipares (Race Prim’Holstein, n=10) en
milieu de lactation (77 jours de lactation), I'inoculation de S. Ubéris dans un quartier de la mamelle
aprés 5 jours d’alimentation ad libitum (n=5) ou de restriction (n=5) n’a pas eu d’effet sur les
concentrations en TNF-a et IL-1 dans le lait mesurées 20 h aprés inoculation (Moyes et al., 2009).

[I.4. Conclusion et objectif de recherche

L’hypothése selon laquelle une restriction alimentaire modifie la capacité de l'organisme a
déclencher une réponse inflammatoire est posée. Néanmoins, les études sont encore peu
nombreuses. Elles suggeérent que la restriction alimentaire pourrait modifier le niveau d’inflammation
a I'échelle de I'organisme et/ou son aptitude a répondre a un challenge infectieux, notamment au
niveau de la mamelle. Les CEM ont la capacité de répondre face a l'invasion d’un pathogene. Elles
pourraient jouer un réle crucial lors de l'initiation d’une réponse inflammatoire au niveau de la
mamelle. Néanmoins cette réponse n’a pas été étudiée dans le cadre d’une restriction alimentaire.

Aussi I'objectif de cette étude est de comparer la réponse des cellules immunitaires du sang et des
CEM isolées a partir du lait face a l'introduction d’un agent pathogene dans le milieu chez des
animaux nourris a hauteur de leurs besoins nutritionnels puis soumis a une restriction alimentaire. Il
s’agit de savoir si la restriction alimentaire modifie cette réponse immunitaire (mesurée par la
production d’IL8) et si cette réponse varie selon la nature des cellules (cellules immunitaires
sanguines versus CEM). Pour réaliser cette comparaison, le challenge infectieux a été réalisé in vitro
en incubant les cellules isolées (lait) ou non (sang) en présence de différentes bactéries tuées. Au
cours de cet essai, des mesures ont aussi permis de caractériser les performances zootechniques des
animaux (production et composition du lait), leur statut nutritionnel (mesure des métabolites
sanguins : AGNE, glucose, b-OH, urée), leur statut inflammatoire systémique (haptoglobine sanguine)
et mammaire (comptage des cellules somatiques du lait: CCS) et l'intégrité de I'épithélium
mammaire (Na* et K* dans le lait et lactose sanguin).
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Figure 1: Schéma expérimental de I'essai 1804. S-2, S-1, S+1, S+2 et S+5 correspondent aux semaines de
prélevements par rapport a la journée de transition alimentaire (J0). AGNE : Acide gras non estérifiés, b-OH : -
hydroxybutyrate, VL : vaches laitieres.

Tableau 4 : Description des aliments constituant la ration en fonction de leur pourcentage de matiére séche
(MS), de leur unité de fourrage lait (UFL), de leur valeur en protéines digestibles par I'intestin permises par
I’énergie (PDIE), de leur valeur en protéines digestibles par I'intestin permises par I'azote (PDIN), de leur teneur
en calcium (Ca) et en phosphore (P).

Aliment Ensilage de Concentré Tourteau Luzerne Paille CMV 6/24/4
Mais Energétique de soja déshydratée
sans CMV

% MS 35.0 88.2 88.2 90.8 86.1 100
UFL (/kg MS) 0.89 1.09 1.2 0.68 0.42 0

PDIE (g/kg MS) 65 97 255 100 44 0
PDIN (g/kg MS) 37 77 367 114 22 0

Ca (g/kgMS) 1.6 3.74 3.6 22 2 240

P (g/kg MS) 1.4 3.81 6.8 3 1 60

Tableau 5 : Proportion des aliments dans les rations distribuées en période Témoin puis pendant la période de
restriction alimentaire (en kg de Matiére Brute par jour).

Phase 1 : Période Phase 2 : Période
témoin de restriction alimentaire
Ensilage de mais 65 60
Luzerne déshydratée 8 14
Tourteau de soja (48 ou 50) 18 13
Paille 0 115
CMV 6/24/4 0 1.5
Concentré énergétique 9 0.5



[ll.  Matériels et Méthodes

L'expérimentation s’est déroulée a I'Installation Expérimentale de Production Laitiere (IEPL, UMR
PEGASE) de Méjusseaume (Le Rheu, llle et Vilaine). Les échantillons ont été traités sur place ou au
laboratoire de 'UMR PEGASE situé a Saint-Gilles puis analysés soit a St-Gilles, soit a 'UMR ISP a
Tours. L'expérimentation a été réalisée sur les animaux de |'essai, déja en cours, du projet ANR
« DEFFILAIT » validé par le comité éthique.

[11.1. Les animaux

L’expérimentation comprenait 54 vaches laitieres de race Prim’Holstein (annexe 1) dont 29 vaches
primipares (620.4 + 11.78 kg de poids vif (PV) ; 31.9 + 1.51 kg de lait par jour au début de I'essai, 201
+ 10 JDL) et 25 vaches multipares (rang de lactation moyen de 3.16, 690.4 + 11.78 kg de PV et 32.6
1.29 kg de lait par jour au début de I'essai, 201 + 10 JDL). Pour pouvoir réaliser I'ensemble des
prélevements et des mesures, les animaux ont été répartis en 3 séries (série 1, 2 et 3) de 18 animaux
chacune et les prélevements/mesures décalés d’un jour entre les séries. Pendant toute la durée de
I’expérimentation, les animaux ont été traits 2 fois par jour, a 6h30 et 16h30, et recevaient deux
repas par jour, distribués ad libitum, dans des cases individuelles afin de déterminer les quantités
individuelles de matiére séche ingérée (données non disponibles lors de ce stage et donc non
valorisées).

[11.2. Schéma expérimental et traitement

L’essai a duré 8 semaines (du 5 mars au 25 avril 2018). Il s’est déroulé selon un schéma en continu
avec deux périodes, la premiére de 2 semaines (période témoin : S-2 et S-1) et la deuxieme de 6
semaines (période de restriction alimentaire : SO, S+1, S+2, S+3, S+4, S+5) ou SO était la semaine de
transition alimentaire (Figure 1). En période témoin, les animaux recevaient une ration a base
d’ensilage de mais (65% de la ration) destinée a couvrir les besoins énergétiques et azotés des
animaux (Tableaux 4 et 5). Pendant la période de restriction alimentaire, ils recevaient une ration
plus riche en fibres (ajout de paille) et donc diluée en énergie (Tableaux 4 et 5). Cette ration était
calculée de fagon a engendrer une baisse de 20 % de la production laitiere potentielle moyenne des
vaches du troupeau.

Les prélevements et mesures ont été réalisés 5 fois tout au long de I'essai, en semaine S-2, S-1, S+1,
S+2 et $+5 (c’est-a-dire la semaine du 6 mars (J-14), du 13 mars (J-7), du 27 mars (J5), du 4 avril (J13)
et du 24 avril (J33)).






[11.3. Mesures et analyses réalisées

[11.3.1. Données zootechniques

La quantité de lait produite a été mesurée et enregistrée pour chaque vache a chaque traite sur
toute la durée de I'essai. Tout au long de I‘essai, les taux butyreux et protéique (TB et TP) étaient
systématiquement mesurés 2 jours par semaine (mardi et jeudi) aux traites du matin et du soir. Le
taux de lactose était systématiquement mesuré le mardi aux deux traites. Le CCS était mesuré
systématiquement aux traites du mardi matin et jeudi soir Ces analyses ont été réalisées par
méthode infrarouge. Pour les 5 semaines de prélevement (S-2, S-1, S+1, S+2 et S+5), des analyses de
la composition du lait (TB, TP, lactose, CCS) étaient systématiquement réalisées aux deux traites de la
journée le jour de prélevement. La Note d’Etat Corporel (NEC) a été mesurée 1 fois par mois (3
notateurs) et le poids vif relevé 2 fois par semaine. La température ruminale de chaque animal a été
mesurée grace a des Thermobolus® toutes les 30 minutes. Les événements sanitaires observés
pendant I'essai ont également été relevés et notés sur un fichier.

[11.3.2. Analyses réalisées a partir du lait

Pour les 5 semaines de prélevement (S-2, S-1, S+1, S+2 et S+5), la traite était réalisée
systématiquement sur bidon a la traite du matin. Un flacon de 500 mL de lait par vache était
récupéré.

111.3.2.1. Mesure du Na* et K*

Le Na *et le K* ont été dosés par spectrométrie d’absorption atomique de flamme. Le ratio Na*/K* est
considéré comme un indicateur de l'ouverture des jonctions serrées au niveau de I'épithélium
mammaire. Suite a différents stimuli, I'épithélium peut perdre son intégrité. Ceci se traduit par
I'ouverture des jonctions serrées. Ce phénomene entraine une entrée d’ions Na* au niveau de la
lumiere alvéolaire et une sortie des ions K* vers le compartiment sanguin. Une augmentation du ratio
Na*/K* traduit donc une ouverture des jonctions serrées au niveau de I'épithélium mammaire
(Stelwagen et al., 1994, Ben Chedly et al., 2010).

111.3.2.2. Challenge in-vitro : incubation de Cellules Epithéliales Mammaire (CEM) avec E.Coli et S. Aureus
Purification des CEM du lait

Purification des CEM du lait

Des échantillons de lait frais ont été collectés pour chaque vache lors de chaque semaine de
prélevement (18 animaux par jour selon la série d’appartenance : série 1 le lundi, série 2 le mardi et
série 3 le mercredi). Pour chaque échantillon de lait, 1 tube de 233 g a été centrifugé a 1500 g et 4°C
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Figure 2 : Schéma d’une plaque initiale servant a 'incubation des cellules épithéliales (CEM) mammaires de 18

vaches prélevées le jour jX d’'une des 5 semaines d’expérimentation. Les CEM d’un animal sont incubées en

présence d’un milieu de culture (puit témoins), d’une solution contenant E.coli tuée (puit E.coli) et d’une

solution contenant S.Aureus tué (puit S.Aureus). La couleur verte sur le schéma correspond donc aux puits

utilisés pour I'incubation des CEM d’une vache.
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pendant 15 min. La creme et le lait écrémé ont été éliminés aprés centrifugation pour ne garder que
les culots cellulaires. Ceux-ci ont été remis en suspension dans une solution tampon phosphate salin
(PBS). La suspension cellulaire a été centrifugée pendant 10 min a 1000 g et 4°C et lavée avec du PBS
puis filtrée et centrifugée une derniere fois. Le culot cellulaire a ensuite été remis en suspension dans
500 mL de PBS contenant 1 % d’albumine de sérum bovin (BSA).

Un volume de 200 pL de billes « Dynabeads® » (Thermo Fisher) a été incubé avec 4 uL d’anticorps
anti-CEM pendant 30 min sur un portoir rotatif a 4°C. Les « Dynabeads® » (Pan Mouse IgG, Dynal
Biotech, Invitrogen) sont des billes magnétiques capables de fixer des anticorps spécifiques anti-CEM
dirigés spécifiquement contre plusieurs cytokératines (1, 5, 10 et 14). Les cytokératines sont des
protéines spécifiques des CEM. La suspension contenant le complexe billes/anticorps a été placée sur
un concentrateur de particules magnétiques (MPC-S ; Dynal Biotech®) correspondant a un portoir
aimanté puis les anticorps anti-CEM non liés aux billes ont été éliminés par aspiration du surnageant.
Les complexes billes/anticorps ainsi formés ont été remis en suspension dans 990 uL de PBS a 1%
BSA et 50 plL ont été distribués dans chacun des échantillons de suspension cellulaire.

Le complexe billes/anticorps et la suspension cellulaire ont été incubés pendant 1 heure sur un
portoir rotatif a 4°C. Aprés un lavage avec du PBS a 1% BSA, les CEM fixées au complexe
billes/anticorps ont été récupérées a I'aide d’un portoir aimanté par aspiration du surnageant. Un
aliquot de 25 uL de la suspension de CEM purifiées a été utilisé pour I'analyse de la concentration en
CEM au TC20, un compteur automatique de cellules en suspension. Le protocole a été intégré sous
forme de schémas en annexe 2.

Incubation des CEM avec des bactéries tuées

Pour chaque animal et chaque semaine de prélévement, 100 uL de suspension de CEM ont été mis a
incuber a 37 °C avec 100 pL d’une solution tampon (témoin), d’une solution tampon contenant E. Coli
tuée (107 bactéries/ mL dans une solution RPMI contenant un antibiotique) ou d’une solution
tampon contenant S. Aureus tué, dans des plaques 96 puits (figure 2). Aprés 4h et 24h d’incubation,
100 pL de surnageant de chaque puit utilisé a été collecté et transféré sur une autre plaque 96 puits.
La nouvelle plague a été mise a congeler a -20 °C pour une analyse ultérieure du taux d’IL-8 par
dosage ELISA au laboratoire de I'ISP de I'INRA de Tours.

[11.3.3. Analyses réalisées a partir du sang

A chague semaine de prélevement, aprées la prise d’échantillons de lait a la traite du matin, du sang a
été prélevé a la jugulaire (dispositif expérimental figure 3) avant la distribution du repas (animaux a
jeun) : 2 vacutainers de 7 mL (1 vacutainer EDTA et 1 vacutainer héparine-Na) et 3 monovettes de
1mL. La numération et formule sanguine ont été déterminées a partir du vacutainer EDTA conservé a
4°C, avec 'appareil MS9-5 (données non valorisées lors de ce stage suite a des modifications des
paramétres de lI'appareil). Les métabolites (AGNE, glucose, 3-OH, et urée) ainsi que le lactose et
I’haptoglobine ont été dosés sur le plasma sanguin (apres centrifugation du sang du vacutainer
héparine-Na) par spectrométrie avec le konélab 20°.






111.3.3.1. Challenge in-vitro : incubation du sang total avec E.Coli et S. Aureus

Pour chaque vache et chaque semaine de prélevement, les 3 monovettes de 1 mL contenaient les
bactéries tuées (une monovette témoin sans bactérie, une monovette « E. Coli », et une monovette
« S. Aureus »). Aussitot aprés le prélevement de sang, les monovette de 1 mL étaient déposées dans
un bain a sec a 38.5°C et laissées incuber pendant 23h (annexe 3). Aprés 23h d’incubation, les
monovettes de 1 mL ont été centrifugées (1200g, 2500 rpm pendant 10 min, a T° ambiante), le
plasma a été prélevé et 300 pL de chaque monovette a été disposé dans des tubes de 1,5 mL. Les
tubes (3 tubes par animal) ont ensuite été congelés a -20°C pour le dosage des chimiokines par la
méthode ELISA au laboratoire de I'ISP de I'[NRA de Tours.

111.3.3.1. Dosage des IL-8 par méthode ELISA

La veille du dosage, les plaques 96 puits vides ont été tapissées avec |'anticorps anti-IL-8. Une dilution
a 2 ug/mL a été réalisée et 50 pL de la solution ont été déposés par puit. Les plaques ont été laissées
a incuber une nuit a température ambiante. Le jour du test, la solution de tapissage a été retirée. 300
pL de solution de saturation (PBS-gélatine 0,5%) ont été ajoutés par puit. Les plaques ont été mises a
incuber 1 h a température ambiante. La solution de saturation a été éliminée. Une gamme allant de
30 a 2700 pg/mL (dilutions de 3 en 3) d’IL-8 bovine en PBS-gélatine 0,5% a été préparée. Les
échantillons a doser ont été ajoutés a raison de 50 plL/puit ainsi que la gamme. Les plaques ont été
mises a incuber 2 h a température ambiante. Les plaques ont été lavées 3 fois avec du PBS-Tween 20
0,05% puis I'anticorps de détection (anti-IL-8 ovine MCA1660°® dilué au 1/2000) a été ajouté a raison
de 50 pL/puit. Les plagues ont été incubées 2 h a température ambiante. Elles ont ensuite été lavées
3 fois avec du PBS-Tween 20 0,05% puis I'anticorps anti-lapin conjugué HPR (Jackson
Immunoresearch®, dilué au 1/20 000 en PBS-gélatine 0,5%) a été ajouté a raison de 50 ulL/puit. Les
plagues ont été mises a incuber 30 min a température ambiante. Un dernier cycle de lavage a été
effectué puis 100 pL/puit de substrat TMB ont été ajoutés. La réaction a été bloquée avec du HCl 1
M. Les résultats ont été analysés par lecture des densités optiques de chaque puit par
spectrophotométrie (A= 573 — 584 nm) grace a un lecteur de plaques ELISA (VersaMax®).

[1l.4. Analyses statistiques

Le schéma expérimental étant un schéma en continu, I'effet « semaine de prélevement» (5
semaines) et 'effet « période » (périodes « Témoin » et « restriction alimentaire ») ne pouvaient pas
étre pris en compte dans le méme modeéle. Il a donc été décidé d’analyser ces deux effets
indépendamment. Chaque modele annoncé ci-dessous a donc été réalisé deux fois, une premiere
fois pour étudier I'effet du régime et une seconde fois pour étudier I'effet de la semaine sur la
variable d’intérét. Les tableaux de résultats pour les modeles réalisés en prenant I'effet fixe
« semaine » sont présentés en annexe 3.

10






Les données de concentrations plasmatiques en IL-8 et celles des surnageants des cultures de CEM
ont été analysées sous le logiciel R par analyse de variance (lll) selon le modeéle mixte suivant :

Yijklmnp =u+ T+ Bj + P+ H + (TB)ij + vy + (vSl)mnp + Eijkimnp
Avec :

Y : Parametre a étudier

W : Moyenne

T;= Effet du traitement (régime alimentaire ou semaine) avec i= [1, 2] dans le cas du régime ou i= [1,
2, 3,4, 5] dans le cas de la semaine

Bj= Effet de la bactérie utilisée pour le challenge in vitro avec j= [contréle, coli, aureus]

P, = Effet de la parité de la vache avec k= [primi, multi]

H;= Effet de la santé de I'animal avec |= [1, 2], 1 correspond a des animaux peu malades (5
évenements ou moins d’élévation de température détectés grace au Thermobolus® depuis le début
de la lactation), 2 correspond a des animaux plus sensibles (plus de 5 événements d’élévation de
température depuis le début de la lactation)

(TB);j= Effet de I'interaction traitement*bactérie

v, = Effet aléatoire de la vache avec m=[1, (...), 54]

(vsD)mnp = Effet aléatoire de I'interaction vache : semaine : lot avec m=[1, (...), 54] ; n=[1, 2, 3, 4, 5],
=11, 2, 3]

&ijkimnp= Erreur associée au modele

Les données de concentrations en métabolites plasmatiques et zootechniques (exceptés les CCS et
les CEM) ont été analysées sous le logiciel R par analyse de variance (lll) selon le modele mixte
suivant :

Yijikimnp =+ Ti+ P+ H + (TB)ij + Vi + (SDnp + Eijkimnp
Avec :

Y : Parametre a étudier

W : Moyenne

T;= Effet du traitement (régime alimentaire ou semaine) avec i= [1, 2] dans le cas du régime ou i= [1,
2, 3,4, 5] dans le cas de la semaine

Py = Effet de la parité de la vache avec k= [primi, multi]

H;= Effet de la santé de lI'animal avec |= [1, 2], 1 correspond a des animaux peu malades (5
événements ou moins d’élévation de température depuis le début de la lactation), 2 correspond a
des animaux plus sensibles (plus de 5 événements d’élévation de température depuis le début de la
lactation)

(TB);j= Effet de I'interaction traitement*bactérie

v, = Effet aléatoire de la vache avec m=[1, (...), 54]

(sl)np = Effet aléatoire de l'interaction semaine : lot avec n=11, 2, 3, 4, 5], I=[1, 2, 3]

&ijkimnp= Erreur associée au modele

Le score cellulaire (SCS) a été calculé a partir du comptage de cellules somatiques dans le lait (SCC)
par transformation logarithmique en base 2 : SCS = log 2 (CCS/ 100 000) +3 (Rupp and Boichard,
1997) afin que les résidus du modeéles suivent une loi normale.

Les taux de CEM et quantité de CEM exfoliées par jour ne pouvaient pas étre analysés avec le modele

précédent car les résidus du modeéle ne suivaient pas une loi normale. lls ont, par conséquent, été
analysés par modele linéaire généralisé selon une loi binomiale négative.
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Tableau 6 : Production laitiere et composition du lait de vaches laitieres Prim’Holstein (n=54) ayant été alimentées avec un régime standard pendant deux semaines suivies

par un régime restreint pendant 5 semaines (moyenne + SEM).

Régime standard  Régime restreint SEM p-value
Régime Parité Santé
Production laitiére (kg/j) 34.9° 31.8° 0.62 <0.0001 ***  <0.0001 *** 0.19
Taux butyreux (g/kg) 39.7° 38.8° 0.69 0.02* 0.21 0.63
Matiéres grasses (g/j) 13542 1214 24,98  <0.0001 *** 0.003 ** 0.47
Taux protéique (g/kg) 31.7° 31.4° 0.37 0.007** 0.26 0.83
Matiéres protéiques (g/j) 108772 985° 19.4 <0.0001 ***  <0.0001 *** 0.10
Lactose lait (g/kg) 49.8° 49.5b 0.21 0.0009%** 0.30 0.97
Quantité de lactose (g/j) 1738 1577 35.3 <0.0001 ***  <0.0001 *** 0.19
SCS 1.74° 1.98° 0.176 0.0004*** 0.0009*** 0.78
Quantité de cellules somatiques (x 103 cell/j) 2825 2734 507.0 0.78 0.001 ** 0.94

Tableau 7 : Concentration en Interleukine 8 (IL-8) dans le plasma ou dans le surnageant de culture de cellules épithéliales mammaires (CEM) de vaches Prim’Holstein (n=54) en
fonction du régime alimentaire (standard ou restreint) suivi par les animaux et du milieu d’incubation (solution témoin, solution contenant des bactéries tuées, Escherichia Coli
ou Staphylococcus Aureus) (Moyenne + SEM).

Régime standard Régime restreint p-value

controle E.coli S.Aureus controle  E.coli  S.Aureus Régime Bactérie Parité  Santé Régime*Bactérie
IL-8 sang (ng/mL) 1.72¢ 109.14> 107.11° 1.10¢ 141.72* 143.95* 5.983 0.93 <0.0001 0.50 0.79 0.0002
%k %k k% %k
IL-8 CEM (ng/mL) 0.99%° 0.80° 0.97%° 1.152 0.93% 1.01®*  0.150 0.29 0.01* <0.0001 0.26 0.46

* %k %k



V. Résultats

IV.1. La restriction alimentaire modifie les performances zootechniques et Ia
composition du lait

Le changement de régime alimentaire a eu un effet significatif sur la production laitiere et la
composition du lait (tableau 6). Comme attendu, la restriction alimentaire a entrainé une baisse de
production laitiere de 3 + 0,62 kg (soit 9%, P < 0.0001) avec le régime restreint par rapport au régime
standard. La restriction alimentaire a influencé la composition fine du lait. Le TB, TP et le taux de
lactose du lait ont diminué respectivement de 1,2 + 0,69 g/kg (P < 0.05), 0,5 + 0,37 g/kg (P < 0.01) et
de 0,4 = 0,21 g/kg (P < 0.0001) avec le régime restreint par rapport au régime standard. Ces
variations des taux sont dues a une diminution plus importante de la quantité de matiéres grasses,
matiéres protéiques et quantité de lactose que celle de la production de lait : respectivement 11%
(140 + 24,4 g/j), 10% (102 + 19.3 g/j) et 10% (161 * 35.3 g/j). Le SCS a diminué de 0,24 + 0,174 point
avec le régime restreint par rapport au régime standard. La quantité de cellules somatiques exfoliées
par jour n’a pas été influencée significativement par le régime. Lors de cette étude, les événements
de mammites ont été recensés quotidiennement par les animaliers et identifiés par analyse des CCS.
Lors des 8 semaines de déroulement de I'essai, 7 animaux ont contracté une mammite clinique.

L’étude des résultats en cinétique (semaine par semaine) montre que la production laitiere a diminué
significativement deés la semaine suivant le changement de régime (annexe 4). Celle-ci s’est par la
suite stabilisée puis a diminué a nouveau significativement la 5°™ semaine (semaine 2 contre 5, P =
0.002) (annexe 4). Le TB a diminué significativement la semaine suivant le changement de régime
alimentaire (semaine -1 contre 1, P = 0.05) puis s’est stabilisé les semaines suivantes. Le TP a diminué
significativement seulement la 5°™ semaine suivant le changement de régime (semaine -2 contre 5,
P =0.001). Le taux de lactose du lait a diminué significativement a partir de la 2°™ semaine suivant le
changement de régime (semaine -2 contre 2, P = 0.03).

[V.2. La restriction alimentaire modifie le statut inflammatoire

IV.2.1. Incubation du sang en présence de bactéries tuées

La présence de bactéries tuées dans le milieu d’incubation a provoqué la production d’IL-8 par les
cellules sanguines (tableau 7). En I'absence de bactéries tuées (monovette contréle), le taux d’IL-8 est
resté trés faible (1,72 ng/mL chez le contréle versus 109,14 et 107,11 ng/mL chez les cellules ayant
été incubées avec E. Coli ou S. Aureus respectivement). Cette production d’IL-8 en présence des
bactéries tuées a été différente selon le régime alimentaire. La concentration en IL-8 dans le plasma
en contact avec les bactéries E. Coli ou S. Aureus est 1,4 fois plus importante dans le cas du régime
restreint par rapport au régime standard (respectivement 141,72 et 143,95 ng/mL contre 109,14 et
107,11 ng/mL de plasma).
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Figure 5 : Concentration en Interleukine 8 en ng/mL dans le surnageant de culture de cellules
épithéliales mammaires de vaches Prim’Holstein incubées avec une solution témoin, une
solution contenant Escherichia Coli ou Staphylococcus Aureus tués en fonction de la semaine
de prélevement, -2 et -1 ou les vaches sont alimentées avec un régime standard et 1, 2 et 5
ou elles sont alimentées avec un régime restreint (moyenne +SEM).

Tableau 8: Concentrations en métabolites plasmatiques de vaches laitieres Prim’Holstein (n=54) ayant été alimentées avec un
régime standard pendant deux semaines suivies par un régime restreint pendant 5 semaines. (moyenne + SEM).

Plasma sanguin

Urée (mg/L)

AGNE (umol/L)
Glucose (mg/L)
B-OH (umol/L)

Lactose (mg/L)
Haptoglogine (mg/mL)

Régime standard

391.32
144.1

663.6%
665.8%

30.2°
114.5

Régime restreint

240.9°
144.5

621.9°
600.5°

33.6°
107.0

SEM

13.16
12.69
8.24

19.37

1.41
13.2

Régime
<0.0001 ***
0.98
<0.0001 ***
0.0006***

0.002**
0.53

p-value
Parité
0.59
0.43
0.23
0.84

0.003*
0.03*

Santé
0.07
0.59
0.43
0.63

0.67
0.97



L’étude des résultats en cinétique (5 semaines de prélevement) montre que les profils de réponses
différent entre les deux bactéries tuées : il existe une interaction entre la semaine et la bactérie (P <
0.0001; figures 4 et 5 et annexe 3). Les concentrations en IL-8 dans le plasma des monovettes
« Contréle » sont restées trés faibles et stables au cours de I'expérimentation. La concentration en Il-
8 du plasma incubé avec E. Coli a atteint une valeur maximale (de 155.39 ng/mL) la 2™ semaine
suivant le changement de régime puis n’a pas varié significativement. La concentration en IL-8 dans
le plasma incubé avec S. Aureus a augmenté légérement en semaine 2 (comparativement a la
semaine -1) mais a surtout augmenté de maniére importante en semaine 5 (+75 ng/mL).

IV.2.2. Incubation du sang en présence de CEM isolées a partir des cellules somatiques du lait

Les teneurs en IL-8 des surnageants contenant les CEM incubées sont restées trés faibles pour les
solutions « Controle », E. Coli et S. Aureus (Tableau 7). Elles étaient méme légerement inférieures
pour les CEM incubées en présence de bactéries tuées par rapport aux CEM « Controle » (P < 0.05).
La concentration en IL-8 du surnageant contenant des CEM incubées avec une solution témoin est
plus élevée que les concentrations en 1I-8 dans les surnageants incubés avec E ; Coli ou S. Aureus. Il
est donc nécessaire de regarder ce résultat avec précaution. Les CEM incubées avec une solution
témoin, E. Coli ou S. Aureus n’ont pas répondu au challenge inflammatoire.

Le changement de régime alimentaire n’a pas influencé la concentration en IL-8 dans le surnageant
des CEM incubées avec une solution témoin, E. Coli ou S. Aureus. De méme, I'étude en cinétique ne
montre pas d’évolution significative au cours du temps, c’est-a-dire entre les semaines (figure 2).

La restriction alimentaire n’a pas eu d’effet significatif sur la concentration plasmatique en
haptoglobine (tableau 8).

IV.3. La restriction alimentaire modifie le statut métabolique

La restriction alimentaire a entrainé une diminution de 62% de la concentration plasmatique en urée
(P < 0.0001) (tableau 8), une diminution de la concentration plasmatique en B-OH de 10%
(p=0.0006), une diminution de la concentration plasmatique en glucose de 7% (P < 0.0001). La
restriction n’a pas eu d’effet sur la concentration plasmatique en AGNE.

L’étude des résultats en cinétique montre que les concentrations plasmatiques d’urée, de glucose et
de B-OH ont évolué au cours du temps (annexe 4). La concentration en urée a diminué
significativement la semaine suivant le changement de régime (semaine -1 contre semaine 1,
p=0.0007). Elle est restée stable la semaine 2 puis a diminué a nouveau en semaine 5 (semaine 2
contre 5, p-value= 0.0002). La concentration plasmatique en glucose a aussi diminué la semaine
suivant le changement de régime alimentaire. La diminution s’est atténuée a la 5™ semaine. La
concentration en B-OH a aussi diminué la semaine suivant le changement de régime puis est restée
stable sur le reste de la période d’expérimentation.
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Tableau 9 : Taux de cellules épithéliales mammaires (CEM) exfoliées, quantité de CEM exfoliées par jour, concentrations en lactose, sodium et
potassium dans le lait de vaches laitiéres Prim’Holstein (n=54) ayant été alimentées avec un régime standard pendant deux semaines suivies
par un régime restreint pendant 5 semaines (moyenne + SEM).

-val
Régime standard  Régime restreint SEM P P va. u,e .
Régime Parité Santé
Na* (g/kg) 309.1° 322.3° 5.73 <0.0001 *** 0.0004 *** 0.48
K* (g/kg) 1725.7° 1674.5° 14.02 <0.0001 *** 0.03* 0.30
Na*/K* (%) 18.0° 19.4° 0.40 <0.0001 *** 0.0002 *** 0.33
CEM
72° .99 1. .02%* . 4% ** .57
(x 10? cell/mL lait) 5 9.99 080 0.0 0.000 0.5
ité EM exfolié
Quantité de CEM exfolices 19.1° 32.0° 5.73 0.06. <0.0001 *** 0.39
(x 10° cell/j)
Tableau 10: Production laitiere, composition du lait, taux de cellules épithéliales
mammaires (CEM) exfoliées et données zootechniques de vaches laitiéres Prim’Holstein Tableau 11 : Concentrations en lactose dans le plasma, sodium et potassium dans le lait
(n=54) primipares ou multipares (moyenne * SEM). de vaches laitieres Prim’Holstein (n=54) primipares ou multipares (moyenne * SEM).
_— . p-value
Primipares Multipares SEM p-value parité Primipares Multipares SEM parité
Production 30.9° 35.8° 0.96 <0.0001 *** Lactose
laitiere (kg/j) plasmatique 28.3° 35.52 1.68 0.003*
r'\a”SaS::';ej,) 1215 1353 34.0 0.003** (mg/L)
gMatiérfs‘ 0.0002%%* Na* (g/kg) 295b 336° 83  0.0004%**
- . 972° 11002 25.4 ’
protéiques (g/j) K* (g/kg) 17282 1671° 19.5 0.03*
SCS 1.27° 2.462 0.257 0.0009***
3 Na*/K* (%) 17.2° 20.22 0.59 0.0002***
(L3 1(,) 3.64° 9.88° 0.928 0.0004*** =
cell/mL lait) Haptoglobine

b a *
Poids vif (kg) 620.4° 690.4° 11.78 <0.0001 *** (mg/mL) 86.3 135.2 16.55 0.03



IV.4. La restriction alimentaire est associée a des modifications de lintégrité de
I"épithélium mammaire

L'analyse des concentrations en Na* et K* dans le lait par spectrométrie de masse montre des
variations significatives de ces deux ions dans le lait en fonction du régime alimentaire suivi par les
animaux (tableau 9). La restriction alimentaire a entrainé une augmentation de 4% de la
concentration en Na* dans le lait (P < 0.0001), une diminution de 3 % de la concentration en K* (P <
0.0001), et ainsi une augmentation de 1,4 point du ratio Na*/K* (P < 0.0001). La restriction a
également amené une augmentation du lactose sanguin de 11% (P = 0.002). La quantité de CEM,
exfoliées dans le lait par jour, a eu tendance a augmenter de 43 % avec la restriction (p=0,06).

La semaine de préléevement a influencé significativement la concentration plasmatique en Na*, K* et
lactose ainsi que le ratio Na*/K* (annexe 4). La concentration plasmatique en Na* a diminué
significativement la 5°™ semaine de prélévement (semaine 1 contre 5, P = 0,0003). La concentration
plasmatique en K* a augmenté significativement dés la semaine suivant le changement de régime
(semaine -1 contre 1, P = 0,005). Le ratio Na*/K* a augmenté significativement la semaine suivant la
transition alimentaire (semaine -1 contre semaine 1, P = 0,0006) puis est resté stable la semaine 2 et
5. Le lactose sanguin a augmenté significativement en semaine 2 et en semaine 5.

IV.5. La parité modifie la réponse des vaches laitieres face a la restriction alimentaire

La production de lait et la composition du lait ont varié selon la parité : la production de lait, de
matieres grasses et de matiéres protéiques a été supérieure respectivement de 15 (P < 0.0001), 10 (P
= 0.003) et 12% (P = 0.0002) chez les vaches multipares par rapport aux primipares (Tableau 10). Le
SCS qui était supérieur de 1,20 point chez les multipares par rapport aux primipares (P = 0.0009).

La concentration plasmatique en haptoglobine était supérieure de 47% chez les vaches multipares
par rapport aux primipares (P = 0.03 ; tableau 11).

La concentration en IL-8 des surnageants des cellules sanguines incubées en présence ou non de
bactéries tuées n’a pas été modifiée par le rang de lactation des animaux. Vaches primipares et
multipares ont répondu de la méme fagon lors de cette incubation. Cependant, les surnageants des
CEM issues de vaches multipares ont présenté une concentration en IL-8 plus forte que les CEM
issues des vaches primipares (figure 6). Par exemple, la concentration moyenne d’IL-8 dans le
surnageant de culture des CEM incubées avec une solution témoin était 77% plus élevée chez les
multipares que chez les primipares. La concentration moyenne d’IL-8 dans le surnageant de culture
des CEM incubées avec E. coli issues des vaches multipares est 88% plus élevée que la concentration
moyenne en IL-8 dans le surnageant contenant des CEM issues de vaches primipares. Enfin, la
concentration en IL-8 des CEM incubées avec S. Aureus est plus élevée de 82% chez les multipares
par rapport aux primipares. Ces résultats sont a regarder avec précaution car la concentration en IL-8
des controdles est supérieure aux concentrations en IL-8 dans le surnageant des cellules incubées avec
E. Coli et S. Aureus.
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La perméabilité de I'épithélium mammaire et le nombre de CEM exfoliées dans le lait ont varié en
fonction de la parité. Les vaches multipares présentaient un épithélium moins imperméable et
contenaient plus de CEM exfoliées dans leur lait que les vaches primipares. En effet, la concentration
plasmatique en lactose était 20% plus élevée chez les vaches multipares (P = 0.003). La concentration
en K* dans le lait était 3% plus faible chez les multipares (P = 0.03) tandis que les concentrations de
Na* (P = 0.0004) et le ratio Na*/K* (P = 0.0002) étaient plus élevés de respectivement 12% et 15%
chez les multipares. A contrario, la parité n’a pas influencé significativement le taux de lactose du lait
(tableau 11).

V. Discussion

L'objectif de I'étude était de tester si la restriction alimentaire modifiait la capacité de I'organisme a
déclencher une réponse inflammatoire. Il a été supposé que les animaux restreints auraient des
réactions plus fortes que des animaux nourris a hauteur de leur besoin lors d'un challenge
inflammatoire. Le second objectif était d’étudier spécifiquement la réponse des CEM face a un
challenge bactérien in-vitro dans le cas d’une restriction alimentaire. L’hypothése formulée était que
les CEM jouaient un role crucial dans la réponse inflammatoire au niveau de la mamelle.

V.1. Réflexions sur le déroulement et les modeles de I'étude

Le schéma expérimental utilisé est un schéma en continu ol les animaux sont leur propre témoin. Il
n’y avait pas un 2™ lot d’animaux “témoins” alimentés de fagon a couvrir leurs besoins nutritionnels
sur toute la durée de I'expérimentation. Ceci a posé un probleme lors de I'écriture du modéle
statistique car I'effet du régime alimentaire pouvait étre confondu avec I'effet de I'avancée de la
lactation ou encore l'effet du temps. Le schéma expérimental utilisé lors de cette étude crée un
doute modéré sur la validité des résultats issus de nos modeles statistiques. Pour s’affranchir de ces
deux derniers effets et étre certains de I'existence d’un effet du changement de régime alimentaire,
il aurait été intéressant de conduire deux lots d’animaux en parallele et de croiser les régimes
alimentaires : un premier lot recevant d’abord le régime standard puis le régime restreint et un
second lot recevant le régime restreint puis le régime standard. Une autre solution aurait été de
rajouter une période a la suite de la période de restriction durant laquelle les animaux auraient été
nourris avec le régime alimentaire standard pour revenir a I'état basal.

Le choix du modeéle expérimental pour tester la réaction inflammatoire pourrait également étre
discuté. De nombreuses études autour de la réaction inflammatoire ont été réalisées in-vivo, en
injectant du LPS directement dans un ou plusieurs quartiers de la mamelle. Dans le cas d’'un
challenge in-vivo le lait ne peut pas étre vendu et les animaux doivent étre traités, a postériori, par
antibiotiques. Ceci engendre des pertes économiques conséquentes et pose des questions éthiques.
Le challenge in-vitro présente l'avantage de limiter les pertes économiques pour la station
expérimentale et présente également un avantage éthique puisque des bactéries ne sont pas
inoculées directement dans la mamelle. Ainsi, les animaux ne doivent pas directement faire face au
challenge inflammatoire et lutter contre I'infection.
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Le challenge utilisé dans cette étude a été développé par I'équipe de G. Foucras de I'ENV de
Toulouse. A ma connaissance, il n’a fait I'objet d’aucune publication montrant la capacité de ce test a
expliquer des différences observées in vivo. Néanmoins, les variations significatives observées dans
notre étude lors de I'incubation d’agents pathogenes avec des cellules sanguines, ayant des fonctions
immunitaires, montrent une bonne sensibilité de ce test et son aptitude a mettre en évidence |'effet
de facteurs.

Contrairement au challenge sur cellules sanguines, celui sur CEM isolées du lait n’a pas fonctionné.
Deux hypothéses pourraient expliquer I'absence de réponse des CEM isolées du lait lors du
challenge. Il se pourrait 1) que le processus naturel d’exfoliation ainsi que la méthode de purification
aient entrainé une perte partielle de fonctionnalité des CEM issues du lait ou 2) que le milieu de
culture, RPMI®, ne contenait pas les éléments nécessaires a I'expression de la fonction immunitaire
des CEM. Afin de tester la 1% hypothése, il pourrait &tre envisagé de recommencer le challenge
inflammatoire avec des CEM issues de cultures de lignées en laboratoire. Celles-ci n’auraient alors
pas subi le processus d’exfoliation. Pour tester la 2°™ hypothése il serait intéressant de
recommencer le test en utilisant du sérum directement prélevé sur I'animal comme milieu de
culture.

V.2. Effet de la restriction alimentaire

V.2.1. Sur les parametres zootechniques

Dans cette étude, la restriction alimentaire de 5 semaines réalisée a 201 + 10 jours de lactation a
entrainé une diminution de la production laitiére de 9%. De tels effets négatifs ont déja été observés
(Guinard-Flament et al., 2006, Dessauge et al., 2011, Gross et al., 2011). Les quantités de matiére
grasses, de matieres protéiques et de lactose journalieres ont diminué et parfois de fagon plus
importante que la production de lait provoquant alors la diminution des taux, comme observé dans
des études précédentes pour le TP et le taux de lactose (Guinard-Flament et al., 2006, Dessauge et
al., 2011). La diminution du TB observée dans notre étude n’est pas en accord avec la majorité des
études qui au contraire montrent que la restriction alimentaire n’affecte pas le TB (Gross et al., 2011;
Guinard-Flament et al., 2006, Friggens et al, 1998). A notre connaissance, une seule étude a montré
une baisse du TB (- 6,3 + 2,08 kg). La restriction était alors appliquée sur des vaches laitieres
Prim’Holstein recevant un régime a base d’herbe (Herve et al, 2017). Sur le plan métabolique, la
restriction alimentaire n’a pas entrainé d’augmentation de la concentration plasmatique en AGNE.
Par contre, elle a provoqué une diminution de la concentration plasmatique en glucose, en urée et B-
OH, comme observé dans des études antérieures (Guinard-Flament et al., 2006, Gross et al., 2013).
Dans notre essai il était attendu une diminution de production laitiere de 20% d’apres les calculs sur
la qualité de la ration offerte. Celle observée (- 9%) est donc plus faible. L'ingestion a d0 étre plus
importante que celle attendue. L'absence de diminution du poids vif et les niveaux faibles d’AGNE
dans le sang sous-tendent qu’il n'y a pas eu de mobilisation sévére des réserves corporelles en
réponse a la restriction alimentaire. Le déficit énergétique créé a peut-étre été moins important que
celui prévu initialement dans le protocole. Cela sera a vérifier lors de I'analyse des résultats sur les
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guantités ingérées et les bilans énergétiques et azotés, ces calculs étant indispensables pour évaluer
la sévérité de la restriction alimentaire réalisée.

V.2.2. Sur la santé de la mamelle et I'intégrité de I'épithélium mammaire

Dans notre étude, la restriction alimentaire a entrainé une augmentation des SCS de 23%, traduisant
une inflammation locale. La restriction alimentaire est connue pour augmenter le SCS (Abdelatty et
al, 2017 ; Herve et al, soumis a IDS). Les analyses statistiques ont été réalisées une seconde fois pour
les variables des concentrations en IL-8, des concentrations en métabolites et celles qui concernaient
les parameétres zootechniques en éliminant les animaux atteints de mammite clinique (4 animaux)
lors de la phase 1 (S-2, S-1) de I'essai. Aucun changement significatif dans les résultats n’a été
observé. Le nombre d’animaux étudiés ne suffit pas pour conclure sur le lien entre santé de la
mamelle et restriction alimentaire au vu de la faible occurrence des mammites a ce stade de
lactation.

L'analyse de la composition du lait et du taux de lactose sanguin montre que la restriction
alimentaire favorise I'ouverture des jonctions serrées au niveau de I'épithélium mammaire dés la
semaine suivant le début de la restriction. En effet 'augmentation du ratio Na*/K* dans le lait, du
taux de lactose dans le sang et la baisse du taux de lactose dans le lait suggérent une augmentation
de la perméabilité de I'épithélium mammaire. Une étude récente montre qu’une restriction
alimentaire de 20% (réalisée a 77 + 5 JDL) a entrainé une augmentation du Na* dans le lait dans les
30 jours suivants le début de la restriction (Herve et al, soumis a Journal of Dairy Science, JDS). A
contrario, une restriction de 30% des besoins nutritionnels n’entraine pas de modification de
I'intégrité de I'épithélium mammaire dans les 7-14 jours qui suivent le changement de régime
alimentaire (Guinard-Flament et al.,, 2007). Dans notre étude, les indicateurs d’ouverture des
jonctions serrées montrent que la restriction a provoqué une augmentation de la perméabilité de
I’épithélium mammaire.

Chez les vaches laitieres, une diminution de la production laitiere a été précédemment associée a
une augmentation du taux d’exfoliation des CEM en réponse a des changements physiologiques ou
des facteurs d’élevage (Herve et al., 2016). L'exfoliation de CEM pourrait étre un indicateur de la
variation du nombre de CEM dans le tissu mammaire. Dans notre étude la diminution de la
production laitiere a été associée a une augmentation de 43% du taux d’exfoliation des CEM. La
quantité de CEM exfoliées par jour en fonction des semaines de préléevement a augmenté
progressivement. Cette augmentation progressive a été observée dés la phase 1 (S-2 et S-1)
suggérant qu’il s’agit, ici, d’'un effet de I'avancée de la lactation, comme précédemment observé
(Herve et al., 2016).

Il a récemment été démontré que le cortisol était négativement corrélé au taux d’exfoliation des
cellules épithéliales mammaires : il pourrait jouer un réle dans la limitation du processus d’exfoliation
des CEM (Herve et al., 2017). Par ailleurs il est connu que le cortisol entraine une fermeture des
jonctions serrées in vivo (Thompson, 1996). Dans une étude récente, une restriction alimentaire de
20% (vaches de race Prim’Holstein a 77 £ 5 JDL, alimentées a hauteur de 80% de leur Ingestion de
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Matiere Seche, IMS, ad libitum) a entrainé une diminution de la concentration plasmatique en
cortisol mesurée apres la traite chez les animaux du lot restreint par rapport aux animaux du lot
contréle (6,4 vs 8,7 ng/mL, p<0,05) (Herve et al, publication soumise a JDS). Les concentrations
basales en cortisol des animaux des 2 groupes étaient similaires. Des concentrations moins élevées
en cortisol entraineraient une ouverture des jonctions serrées et contribueraient a la perte de
I'intégrité de I'épithélium mammaire lors d’une restriction alimentaire. |l pourrait étre intéressant de
doser le cortisol dans le plasma collecté lors de notre expérimentation afin d’étudier les mécanismes
en lien avec la perte d’intégrité lors de la restriction alimentaire. Cette analyse complémentaire n’a
pas pu étre réalisée au cours de ce stage par manque de temps.

V.2.3. Sur le statut inflammatoire

La premiére hypothese selon laquelle la restriction alimentaire modifiait la capacité des cellules a
répondre a un challenge inflammatoire peut étre validée dans le cas des cellules sanguines. La mise
en contact du sang avec des bactéries a entrainé une production d’IL-8 par les cellules sanguines,
production qui a été différente selon le type de bactéries tuées utilisées. Un effet de l'interaction
entre le régime alimentaire et les bactéries a également été observé. Ceci montre que la restriction
alimentaire augmente la capacité des cellules sanguines a répondre a un challenge inflammatoire.

La réponse inflammatoire supérieure des cellules plasmatiques incubées avec E. Coli ou S. Aureus en
cas de restriction alimentaire pourrait étre liée a une variation des métabolites présents dans le
plasma. En effet, le changement d’environnement cellulaire pourrait expliquer les profils de réponses
différentes des cellules sanguines face aux challenges avec E. Coli ou S. Aureus. Plusieurs études se
sont penchées sur les effets des concentrations en métabolites sur les fonctions immunitaires de
cellules sanguines saines. Ster et son équipe (2012) ont démontré qu’il existait une corrélation
négative (-0,86) entre la concentration en B-OH et AGNE dans le sérum et la prolifération cellulaire
des cellules sanguines mononucléées et des leucocytes polynucléés (Ster et al., 2012). Loiselle et son
équipe (2009) ont observé que des concentrations élevées en AGNE in vitro engendraient chez les
lymphocytes une diminution de la capacité a produire IFN-y (Loiselle et al., 2009). Des changements
hebdomadaires de concentrations plasmatiques en glucose ainsi qu’en B-OH ont été mises en
évidence au cours de l'expérimentation (annexe 4). Une analyse des corrélations entre les
concentrations plasmatiques en métabolites (Glucose, AGNE, B-OH, lactose, urée) et les
concentrations en IL-8 plasmatiques dans les monovettes contréles, E. Coli et S. Aureus a été réalisée
sous Epsylon® afin de décrire les liens entre les différentes variables. Cependant, aucune corrélation
significative n’a été mise en évidence. Dans le cas de cette étude, les concentrations en métabolites
ne peuvent pas expliquer les variations de concentration plasmatiques en IL-8.

La réponse inflammatoire supérieure des cellules plasmatiques en cas de restriction pourrait étre
médiée par une baisse de la cortisolémie. En effet, une étude récente a montré qu’une restriction
alimentaire de 20% entrainait une diminution de la concentration plasmatique en cortisol mesurée
apres la traite chez les animaux du lot restreint par rapport aux animaux du lot controle (Herve et al,
publication soumise a IDS). Il est connu que les glucocorticoides naturels ou artificiels inhibent la
réponse inflammatoire face a I'invasion de microbes et évitent I'inflammation excessive du corps
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(Barnes, 1998 and 2010). Le cortisol est connu pour son action anti-inflammatoire et
immunosuppressive (Ciliberti et al., 2017). Par ailleurs, un effet inhibiteur du cortisol sur la
production d’IL-8 par des cellules épithéliales de I'endométre bovin a récemment été observé (Dong
et al.,, 2018).

En parallele des effets sur la restriction, un résultat inattendu a été I'effet de la parité sur la
production d’IL-8 par les CEM. Les CEM ont réagi de facon identique qu’elles soient incubées avec
une solution témoin, E. Coli ou S. aureus. Du fait d’'un taux d’exfoliation différent entre primipares et
multipares il pourrait étre supposé que la différence de production d’IL-8 pourrait provenir d’'une
variation du nombre de CEM incubées, or pour le challenge, 20 000 cellules étaient déposées par
puits (Témoins, E. Coli, S. Aureus). Le méme nombre pour chaque vache. La différence de réponse
entre primipares et multipares n’est donc pas due a la concentration en CEM. Nous pouvons faire
I’hypothése que les CEM des primipares n’ont pas acquis une fonctionnalité compléte du fait qu’elles
n’ont pas été confrontées a des agents pathogénes lors d’'une premiére lactation. Elles produiraient
par conséquent moins d’IL-8.
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VI. Conclusion

La restriction alimentaire a entrainé une diminution de la production laitiere et un changement de la
composition du lait. Elle a eu tendance a entrainer une augmentation du taux d’exfoliation des CEM.
Elle a provoqué des changements de concentration ioniques (Na*/K*), de concentrations en lactose
sanguin et en lactose dans le lait. Ces résultats suggérent que la restriction alimentaire est associée a
une perte d’intégrité de I'épithélium mammaire et a la mise en place d’une légere inflammation
locale. La restriction alimentaire a eu un effet positif sur la réponse des cellules sanguines face a un
challenge bactérien. Chez I'animal, cette réponse est nécessaire afin que I'organisme se « défende »
contre l'agent pathogéne, cependant une réponse trop forte peut entrainer des dommages
tissulaires. Le challenge bactérien in-vitro s’il est pertinent a utiliser avec des cellules sanguines, ne

semble pas convenir aux CEM isolées du lait. Ceci pourrait étre expliqué par la perte de
fonctionnalité des CEM lors du processus d’exfoliation ou de la purification. Le challenge bactérien
in-vitro avec les CEM ne peut pas étre validé. Le challenge in-vitro bactérien pourrait étre testé avec
des CEM issues de cultures de lignées afin de déterminer si la perte de fonctionnalité des CEM issues
du lait a été a I'origine de I'absence de réponse. Afin de mettre en évidence les mécanismes régissant
la variation de la réponse inflammatoire avec la restriction alimentaire, il pourrait étre intéressant de
doser le cortisol plasmatique dans les échantillons collectés lors de I'essai. Par ailleurs, les formules
sanguines pourraient étre étudiées afin de déterminer si la réaction des cellules sanguines au
challenge inflammatoire provenait d’'un changement du profil en cellules immunitaires. Enfin, le taux
d’expression des récepteurs spécifiques aux agents pathogénes (TLR2 et TLR4) pourrait étre dosé afin

de déterminer la sensibilité des cellules sanguines et des CEM aux bactéries utilisées.

Dans le cas de notre étude, les résultats suggérent que la restriction alimentaire n’a pas détérioré la
santé des animaux. lls n‘ont pas perdu de poids et d’état corporel. La santé de la mamelle n’a pas
non plus été affectée. Tres peu de mammites se sont déclenchées (3 sur 54 animaux) durant la
période de restriction. Les concentrations plasmatiques en haptoglobine sont restées faibles.
Adapter I'alimentation en diluant la ration avec de la paille et en diminuant I'apport de concentrés ne
semble donc pas nuire a la santé générale des animaux. Accepter des périodes de « sous-

alimentation » apparait étre un moyen intéressant d’optimiser les colts liés a I'alimentation,
notamment dans les systémes a bas intrants subissant des périodes de sécheresse.
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Annexe 1: Liste des animaux de l'essai 1804 (numéro, rang de
lactation, date au vélage)

Numéro de 5237 1 05/09/17
Numéro vache Lactation Date de vélage 5238 6 30/09/17
272 1 03/10/17 5239 1 05/09/17
275 6 20/09/17 5240 1 09/09/17
277 2 30/09/17 5241 1 13/09/17
288 6 19/09/17 5243 1 15/09/17
2359 4 11/09/17 5245 1 03/09/17
2374 3 17/09/17 5249 1 12/09/17
2394 4 13/09/17 5263 1 26/09/17
2433 4 21/09/17 5280 1 27/09/17
2451 3 16/09/17 5288 1 19/09/17
2459 1 14/09/17 5299 1 11/09/17
3402 3 09/09/17 5303 1 15/09/17
3408 3 21/09/17 5311 3 28/09/17
3443 3 05/09/17 5333 1 26/09/17
3475 3 18/09/17
3551 6 03/10/17
3558 2 27/09/17
4253 2 03/10/17
4258 2 12/09/17
4263 2 05/09/17
4266 2 20/09/17
4269 2 20/09/17
4276 2 11/09/17
4290 2 03/10/17
4291 2 23/09/17
4295 2 20/09/17
5203 1 05/09/17
5207 1 05/09/17
5209 1 23/09/17
5212 1 14/09/17
5214 1 05/09/17
5215 1 05/09/17
5216 1 17/09/17
5217 1 11/09/17
5219 1 09/09/17
5220 1 02/09/17
5222 1 09/09/17
5225 1 09/09/17
5228 1 12/09/17
5235 1 31/08/17
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Annexe 2: Protocole de purification des cellules épithéliales
mammaires issues du lait
Fecuperer lait ecrame pour reserve
Centrifugation
1500 g, 15
min, 4°C

tPI'!'E L3y l

U—h — —

=3 ml de PES

(1 tubes de 2 Elimination Aspiration du Femizz en
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aCrema) T
¥
= 3 ml de PES
Centrifugation 1000 g,
0 min, 4°C { ._1:-I|J= 11y -

X L] L)

Vider 1 Falcon de 310
PEE['!-&.EEA ml
uste avec & 123 [ 5 BSA d-::u-..en;eenn;tle
mlde PES .
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orrespondant a 30, de TS j y Femetirs Filtrer 12
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213E) dowcement SEpensian
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SUSPENSION V0L PASIET Uh
gouafts de FBS
} PES 1% ESA dans le filue)
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10 min, 4°C (prog 11} |
—h-l — gﬂ j_r" — - ]
_ Vidar le
Ajustar 250 surnazeant Ajuzter avec du PES 1 % BEA
ml de PES Proparer les  damsla le volume a 1'zide de pipette
(soit 30 g) hilles poubelle automatique pour 500ul final
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- le restant dans um tube 1 ml sterile
- Ezsai CEM, numvache, date

500ul de suspension
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Annexe 3: Photos des dispositifs de prélevements sanguins et du
matériel d’incubation

N7

FAAVUUAAICERS

Bain a sec contenant des monovettes en
cours d’incubation

Remplissage des monovettes apres
réalisation d’une prise de sang

Remplissage des vacutainers apres Aliguotage du plasma de bovin
prises de sang
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Annexe 4 : Tableaux complémentaires, effet de la semaine sur les parametres zootechniques, cellulaires,

inflammatoires et métaboliques

Tableau A: Score en cellules somatiques (SCS), quantité de cellules somatiques, taux de cellules épithéliales mammaires (CEM) et quantité de cellules épithéliales
mammaires exfoliées par jour chez des vaches laitieres Prim Holstein (n=54) selon la semaine d’expérimentation (moyenne + SEM). Semaine -1 et -2 les animaux ont regu
un régime alimentaire standard, semaine 1, 2 et 5 les animaux ont regu un régime alimentaire restreint.

Semaine Semaine Semaine Semaine Semaine SEM p-value
-2 -1 1 2 5 Semaine Parité Santé
SCS 1.78° 1.72° 1.98° 1.93° 2.042 0.184 0.01* 0.0009 *** 0.78
Quantité de cellules somatiques 2720 2930 2482 2770 2952 592.1 0.92 0.001 ** 0.93
(x 102 cell/j)
CEM 4.99¢ 6.61° 7.93° 9.20° 13.482 2.781 0.002**  0.0004 *** 0.58
(x 103 cell/mL lait)
Quantité de CEM exfoliées 17.3¢° 21.1¢ 25.2¢ 30.4° 42.32 0.55 0.08. <0.0001*** 0.39

(x 10° cell/j)
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Tableau B : Concentration en IL-8 dans le plasma ou dans le surnageant de culture de cellules épithéliales mammaires de vaches Prim Holstein (n=54) en fonction de la
semaine d’expérimentation et du milieu d’incubation (solution témoin, solution contenant des bactéries tuées, Escherichia Coli ou Staphylococcus Aureus). Semaine -1 et -2
les animaux ont regu un régime alimentaire standard, semaine 1, 2 et 5 les animaux ont regu un régime alimentaire restreint.

Semaine Semaine Semaine Semaine Semaine SEM p-value
-2 -1 1 2 5 Semaine Bactérie Parité Santé Semaine*Bactérie

IL-8 contréle 2.168 1.288 1.168 1.038 1.088 7.785

sang E.coli 101.75%  116.54®¢ 125.62¢ 155.39®  144.15°  7.785 1.00 <0.0001*** 0.50 0.79 <0.0001***
(ng/mL) S.Aureus  99.84f 114.52¢ 124.60¢ 114.11°¢ 192.54° 7.785

IL-8 Controle 0.87 1.112 1.32 1.35 0.77 0.187

CEM E.coli 0.64 0.97 1.09 1.06 0.63 0.187 0.03 * 0.06 <0.0001*** 0.26 0.43
(ng/mL) S.Aureus 0.73 1.20 1.29 1.13 0.62 0.187

Tableau C : Concentrations en métabolites plasmatiques de vaches laitiéres Prim Holstein (n=54) en fonction de la semaine d’expérimentation (moyenne + SEM). Semaine -
1 et -2 les animaux ont recu un régime alimentaire standard, semaine 1, 2 et 5 les animaux ont regu un régime alimentaire restreint.

-val
Plasma sanguin Semaine-2 Semaine-1 Semainel Semaine2 Semaine5 SEM . p-va ue. , .
Semaine Parité Santé
Urée (mg/l) 395.42 387.32 248.4° 263.3° 211.3¢ 16.21  <0.0001*** 0.56 0.08
AGNE (nmol/I1) 141.5 146.6 165.5 136.9 131.0 18.28 0.70 0.45 0.59
Glucose (mg/l) 667.5° 659.72 612.1° 615.3¢ 638.5° 8.46 <0.0001*** 0.23 0.44
B-OH (umol/I) 657.1° 674.6° 605.7° 592.9° 602.8° 26.81 0.05 * 0.86 0.64
0.003
Lactose (mg/l) 30.8° 29.6¢ 31.8° 33.2° 35.8° 1.45 <0.0001*** o 0.66
0.03 *
Haptoglobine (mg/ml) 107.1 121.7 120.2 109.1 91.1 16.26 0.49 0.97
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Semaine-1

Semaine 1 Semaine 2 Semaine 5 SEM
Lactose lait 49.8° 49.9° 49.83%b 49.4° 49.5° 0.21
journalier

(s/kg)

Lactose lait 49.6%° 49.7° 49.6%° 49.2¢ 49 .4bc 0.22
matin (g/kg)
Lactose lait 50.1° 50.22 49.9%b 49.6° 49.7°¢ 0.22
soir (g/kg)
Na* (g/kg) 312.6° 305.5¢ 318.1° 323.1° 325.72 5.70
K* (g/kg) 1730.6° 1720.8° 1662.8°¢ 1688.9° 1671.8°¢ 14.78
Na*/K* (%) 18.2° 17.9° 19.37 19.37 19.6° 0.41
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p-value
Semaine Parité
<0.0001 *** 0.29
0.002 ** 0.30
<0.0001*** 0.28
<0.0001*** 0.0004 ***
<0.0001*** 0.03 *
<0.0001*** 0.0002***

Tableau D : Concentrations en lactose dans le lait, sodium et potassium de vaches laitieres Prim Holstein (n=54) en fonction de la semaine d’expérimentation (moyenne +
SEM). Semaine -1 et -2 les animaux ont regu un régime alimentaire standard, semaine 1, 2 et 5 les animaux ont regu un régime alimentaire restreint.
Semaine - 2

Santé
0.97
0.93
0.89
0.46

0.30
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