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Introduction

Oestrus ovis (Linné 1761), insecte Diptere de la famille des Oestridés est un mésoparasite
obligatoire a 1’¢état larvaire, des cavités nasales et des sinus du mouton et de la chevre. Ce
parasitisme protélien provoque une myiase cavitaire : 1’cestrose (Papavero, 1977).

Une myiase (du grec « myia» : mouche), est une infestation de I’homme ou des animaux
provoquée par des larves de Diptéres se nourrissant, au moins pendant une période de leur vie,
de tissus ou des liquides organiques de leur hote. (Rodhain ef al., 1985).

En France, I’cestrose touche 50% du cheptel. Les femelles d’Oestrus ovis pondent
directement des larves de premier stade autour des narines des moutons. Ces larves pénétrent
activement par les orifices nasaux pour venir coloniser les fosses nasales et engendrer apres
deux mues successives des larves de troisieme age plus profondément situées dans les voies
nasales et pouvant méme coloniser les sinus frontaux. Cela se manifeste notamment sur les
moutons par des signes cliniques de type jetage, mouchage, problémes respiratoires qui
peuvent entrainer des retards de croissance et donc des pertes économiques notables (Alzieu et
Chiarisoli, 1990).

Dans le cadre de cette étude bibliographique, nous allons inclure les recherches portées
sur deux autres agents Diptéres responsables de myiase : Hypoderma lineatum qui appartient a
la famille des Oestridés tout comme Oestrus ovis et Lucilia cuprina qui appartient a la famille
des Calliphoridés. Ce choix a été¢ motivé par la disponibilité d’études paralleles menées sur ces
trois insectes Dipteres et sur leurs produits d’excrétion/sécrétion dans le but d’une vaccination
¢ventuelle. En ce qui concerne les autres agents de myiase, les données disponibles sur le sujet
traité se sont révélées étre insuffisantes voir absentes.

Hypoderma lineatum est responsable d’une myiase nommée 1’hypodermose qui touche
tout I’hémisphere nord et donc la France. Cette mouche pond ses ceufs sur le poil des bovins
principalement. La larve obtenue apres éclosion migre dans 1’organisme au sein du tissu
conjonctif profond qui ’ameéne apres huit mois dans le tissu conjonctif sous-cutané. La elle
continuera ses mues larvaires puis formera un nodule sous-cutané. Une fois le troisieme stade

larvaire atteint, elle sort et tombe sur le sol pour poursuivre son cycle. La 1ésion provoquée sur
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la peau, ou « varron » fragilise la peau des bovins et la rend inutilisable pour le cuir. De plus,
les bovins parasités ont des baisses de performances zootechniques (croissance des animaux et
production laitiere) (Benakhla et al., 1993).

Lucilia cuprina est elle responsable d’une myiase des plaies. En Australie et en Nouvelle
Z¢lande notamment, I’odeur des plaies mal nettoyées et sans protection attire ces mouches qui
pondent a cet endroit, entrainant le développement des larves in situ. Cette myiase peut
¢galement se développer sur des toisons humides ou fragilisées par des infections bactériennes
(Bourée et Resende, 2001). Le développement larvaire engendre des pertes économiques tres
importantes pour I’industrie textile australienne : Arundel et Sutherland, (1988) évoquent des
pertes allant jusqu’a cent millions de dollars par an.

La lutte contre ces myiases, justifiée par les pertes économiques qu’elles occasionnent, a
¢été basée jusqu’a présent sur I’emploi d’insecticides et de larvicides. Mais les résistances se
développent et de nouvelles stratégies de lutte sont étudiées en particulier la lutte biologique
fondée sur le développement de vaccins a base d’antigénes extraits des produits
d’excrétion/sécrétion des larves. En effet, les larves de la famille des Oestridés sont acéphales
et n’ont pas d’appareil buccal développé tout comme les larves de premier stade de Lucilia
cuprina. Par conséquent, la nutrition des larves et donc la poursuite du cycle parasitaire font
appel a des produits excrétés/sécrétés par les larves. Ainsi, la vaccination a pour but de
développer sur I’animal parasité une immunité a base d’anticorps, capable d’inhiber les
fonctions des PES et donc le développement larvaire.

L’objectif de cette étude bibliographique est de synthétiser les données existantes sur la
caractérisation de ces produits d’excrétion/sécrétion, leur réle au sein du développement
larvaire et les conséquences que leur présence engendre sur la formation des 1ésions et sur les

perspectives vaccinales envisagées.
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I. Caractérisation des PES des larves

Dans cette partie, la biologie des trois parasites est abordée et notamment le cycle
d’infestation, les différents stades larvaires afin de souligner la nature des besoins propres a

chaque stade, puis les PES et leur composition chimique sont analysés.

I.1. La biologie des parasites

1.1. Chez Oestrus ovis

a) Le cycle parasitaire (Tabouret, 1998)

Apres éclosion, les mouches se regroupent au niveau d’un site d’agrégation ou a lieu
I’accouplement. La femelle, larvipare, s’envole a la recherche de 1’hote. Elle dépose aux
commissures nasales des larves de premier stade (L1). Les L1 pénetrent dans les cavités
nasales et migrent jusque dans I’ethmoide ou se déroule la premiére mue (L1-L2). La L2 gagne
les sinus et se transforme en larve de troisiéme stade (L3) qui retourne dans le milieu extérieur
par le chemin inverse : lorsque ces derni¢res ont atteint une taille et un poids suffisant, elles
retournent dans les cavités nasales d’ou elles sont expulsées a I’occasion des éternuements de
I’hote. Elles s’enterrent et débute alors la pupaison pendant laquelle se déroule la nymphose.
Trente a 40 jours plus tard, en fonction de la température et du degré d’humidité, émerge un
nouvel imago.

C’est un cycle holoxéne a infestation active (figure 1), stratégie d’infestation inhabituelle
pour un mésoparasite. En effet, une grande majorité des mésoparasites s’introduisent

passivement dans I’hdte a la faveur de son comportement trophique.
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La durée du cycle varie selon la région et le climat. Lorsque les conditions présidant a
I’accomplissement du cycle sont favorables (fin de printemps, été des zones tempérées),
I’évolution de L1 a L3 dure quatre semaines environ. Dans le cas contraire, lors de basses
températures ou de fortes sécheresses, (hiver ou saison séche des régions sahéliennes), les
larves de premier stade sont capables d’arréter leur développement au sein de 1’hdte en entrant
en vie ralentie ou diapause. En ce qui concerne la pupaison, des conditions précises de
température et d’humidité sont essentielles a la réussite de cette étape. Le seuil thermique
minimum nécessaire est de 12°C pour les males et de 15,5°C pour les femelles. Les besoins
énergétiques supérieurs chez la femelle peuvent s’expliquer par la nécessité d’une maturation
sexuelle. Les températures trop basses ou trop hautes peuvent ainsi étre néfastes pour le
développement de I’insecte durant cette période. La durée de pupaison semble subir de grandes

variations : de 27/34 jours a plus d’un an suivant les conditions climatiques.
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Figure 1 : cycle biologique d’Oestrus ovis

D’aprés (Tabouret, 1998)
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b)Les différents stades larvaires

Les L1 mesurent de 1 a 2 mm de long. Elles sont translucides a blanchatres. Le premier
segment porte de part et d’autre de la bouche deux crochets massifs. Il existe plusieurs rangées
d’épines par métameres. Ces appendices permettent de faciliter les déplacements des larves
ainsi que leur fixation a la muqueuse pituitaire évitant 1’élimination brutale au moment des
éternuements. Ces larves ont un aspect fusiforme et aplati. Dans les cavités nasales, elles se
nourrissent de mucus et ont une durée de développement trés variable (2 semaines a 9 mois)
(Dorchies et Alzieu 1997).

Les L2 sont opaques et blanches (les plaques stigmatiques postérieures deviennent
visibles). Elles mesurent de 3,5 & 12 mm et possédent un équipement en crochets et en épines
beaucoup plus réduit que celui de la L1. 11 est vraisemblable que sa position dans les sinus, a
I’abri des turbulences, lui permet de faire 1’économie de ces appendices. A la face postérieure
du dernier segment, les plaques stigmatiques, de couleur orange, sont grossi¢rement
pentagonales (Dorchies et Alzieu 1997).

Les L3 sont volumineuses (plus de 2 cm). Au cours de leur évolution, leur couleur, blanc-
jaunatre, s’obscurcit jusqu’a devenir noiratre, a la suite de 1’apparition de bandes transversales
plus foncées. La face dorsale de la larve est bombée. La face ventrale est plane et possede une
multitude de petites épines facilitant la reptation. Le premier anneau est muni de deux crochets
et porte les €bauches antennaires qui ont deux ocelles chacune. Le dernier anneau constitue une
chambre stigmatique dont les marges présentent des organes sensoriels (Dorchies et Alzieu

1997).

¢) Les besoins propres a chaque stade

Dans la famille des Oestridés, les piéces buccales des adultes sont atrophiés, (Zumpt,
1965), ce qui empéche toute nutrition. Les réserves énergétiques et protéiques indispensables
aux activités des adultes (vol, recherche du partenaire, recherche de I’hdte, reproduction...)
seront accumulées uniquement au cours des stades larvaires.

L’adulte ne prend aucun repas alors que les larves absorbent les exsudats présents dans les
cavités nasales et les sinus. Il a ét¢ montré in vitro qu’elles avaient besoin d’une quantité élevée
de protéines ce qui est aussi confirmé par leur sensibilité aux médicaments étroitement liés aux
protéines plasmatiques comme le closantel (Dorchies, Alzieu, 1994).

Les trois stades larvaires se nourrissent. Les larves L1 utilisent comme source de protéines

I’exsudat nasal et des sérosités contenues dans les fosses nasales (Alzieu et Charisioli, 1990).
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Le stade L3 accumule suffisamment de réserves nutritives pour assurer la pupaison (étape
fondamentale nécessitant un haut niveau énergétique pour donner un adulte).

I1 a été démontré par Cepeda-Palacios et al., (1999) que le gain de poids le plus important
pour la larve (45% du poids définitif moyen qui est de 518 mg) se produit juste apres la mue
L2-L3, pendant le stade précoce de L3.

Ces résultats sont en accord avec 1’é¢tude faite par Tabouret, (2001) qui a montré que les
quantités de protéases excrétées pendant les trois stades larvaires in vitro étaient variables. Les
larves L1 sécrétent moins de protéases que les larves L2 et L3. Ainsi la quantité de PES
sécrétée par les larves augmentent avec le degré d’évolution et traduit des besoins plus

importants pour les stades L2 et L3.

1.2. Chez Hypoderma lineatum

a) Le cycle parasitaire (Benakhla et al., 1993)

Ces insectes sont actifs a la belle saison, de mai a juillet surtout. Leur rayon d’action est
limité de 500 m a 1 km. Elles sont attirées par les couleurs sombres et les bovins sur lesquels
elles pondent les ceufs. Ces derniers sont disposés sur les poils, en ligne les uns a coété des
autres. Ils sont pondus en grand nombre, environ 1000 ceufs par mouche, sur la partie inférieure
des membres antérieurs.

Deux a 7 jours apres la ponte, les ceufs éclosent et libérent des larves L1 qui traversent le
tégument activement et migrent a travers le tissu conjonctif profond jusqu’a octobre/novembre
pour arriver au niveau de 1’cesophage ou elles s’installent dans la sous-muqueuse parallelement
a son axe. Ces L1 s’accumulent ainsi en régions sous cesophagiennes. En janvier, les larves
reprennent leur migration jusqu’au tissu conjonctif sous-cutané dorsal du bovin parasité. En
février/mars, elles percent un trou (pertuis) dans la peau et se retournent en face de celui-ci, de
manicre a disposer leur partie arriére en face du pertuis : ainsi les stigmates du dernier anneau
leur permettent de respirer a I’extérieur. Au total, la migration de L1 dure de 7 a 8 mois.

Les larves muent alors en L2 puis en L3. Cette mue entralne progressivement une
déformation de la peau du bovin qui forme un nodule isolé du reste de I’organisme par une
coque fibreuse, €laborée par le bovin. C’est un kyste parasitaire. La larve est alors appelée
communément « varron ».

La larve L3 quitte ensuite le bovin entre avril et juillet soit par contraction des muscles du

bovin lorsqu’il se léve, soit par ses propres mouvements. Elle tombe alors sur le sol et

19



s’enfonce dans I’humus. Sa paroi se durcit, elle reste immobile et forme la pupe. A I’intérieur
de cette pupe se forme 1’imago qui quitte la larve par la fente circulaire : ces diptéres sont donc
des cycloraphes. Quatre a 6 semaines plus tard naitra une nouvelle mouche.

Le cycle parasitaire est présenté.dans la figure 2.
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Figure 2 : cycle biologique d’Hypoderma lineatum

D’aprés (Benakhla et al., 1993)
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b) Les différents stades larvaires

A T1’éclosion, les larves L1 mesurent de 0.6 a 0.7 mm et peuvent atteindre 10 a 17 mm de
long en fin de croissance c’est a dire avant la premiére mue larvaire. Elles sont pourvues de
picces buccales et sont mobiles (Boulard and Garrone, 1978).

Les larves L2 n’ont pas de crochets mais des stigmates. Les larves L3 mesurent de 2 a 3 cm
de long. Elles ont une allure générale en nacelle, bombée, constituée de 11 segments : sur
chaque segment, excepté le premier, on trouve trois rangées de tubérosités sur le coté. Sur le
dernier segment, on peut observer des plaques stigmatiques en forme de fer a cheval
relativement ouvert. Ces deux derniers stades larvaires sont immobiles (Boulard and Garrone,

1978).

¢) Les besoins propres a chaque stade

La mouche adulte ne vit que quelques jours, une semaine au maximum. Elle survit grace
aux réserves accumulées au cours de la vie larvaire. Dépourvue d’orifice buccal, elle ne peut
s’alimenter. Le stade adulte est uniquement voué a la reproduction. Boulard et Weintraub,
(1973) ont démontré que les sécrétions de la larve L1 étaient en continuelle augmentation au
cours de son évolution, notamment les fractions a activité protéolytique. La lyse des tissus est
en conséquence plus importante et les produits de dégradation plus abondants. Plus la larve L1
progresse au cours de sa migration, plus elle stocke des réserves nutritives pour les stades L2 et
L3 qui sont des stades immobiles. Ces dernieres se nourrissent en plus de I’abces formé dans le

tissus sous cutané dorsal.

1.3. Chez Lucilia cuprina

a) Le cycle parasitaire (http://www.dpi.qld.gov.au/sheep/10041.html)

Les adultes vivent a peu prés de 2 a 3 semaines. Les femelles possédent des organes
sensoriels bien développés sur les pattes qui servent a détecter un environnement propice a la
ponte des ceufs. Les femelles matures pondront de 2 a 3 groupes d’ceufs avec environ 200 ceufs
par groupe. Les ceufs sont pondus individuellement a 15 secondes d’intervalle ce qui signifie

que la ponte des ceufs durent a peu pres une heure par groupe.
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Le nombre de larves nécessaires a 1’établissement d’une 1ésion sur la peau des moutons et
donc a leur développement est d’au moins 15000. Par conséquent les lésions formées sont le
résultat de pontes de plusieurs femelles et cela d’autant plus que chaque ceuf pondu ne donne
pas forcément naissance a une larve viable.

Les ceufs éclosent en larves L1 12 a 24 heures aprés la ponte en général, mais des
exceptions sont possibles. En effet dans des conditions idéales, c’est a dire avec une
température tempérée et une toison humide par exemple, les ceufs peuvent éclorent sous 8
heures. Les larves L1 muent en L2 qui elles-mémes muent en L3 a la surface de la peau. Ces
derniéres atteignent la longueur de 10 a 15 mm. Ces deux mues successives se déroulent la plus
part du temps en trois a quatre jours.

Puis la larve L3 tombe du mouton et s’enterre dans le sol afin de former la pupe. Ce stade
dure de un a deux jours. Cela se passe généralement pendant la nuit ou tot le matin quand les
températures sont les plus basses. La pupe donne naissance a un adulte deux jours apreés sa
formation.

Ce cycle met en évidence le maintient d’une population de Lucilia cuprina en contact avec
le troupeau de moutons infestés puisque les larves tombent directement du mouton donc dans
son aire vitale. De plus les adultes ne volent normalement pas au-dela de trois kilometres de
leur lieu d’éclosion.

Apres leur naissance, les femelles ont des besoins en protéines pour rendre leur organe de
reproduction mature. Elles auront également besoin d’une quantité €levée de protéines durant
la période précédant I’éclosion. Les sources de protéines disponibles pour la femelle sont les
carcasses, le fumier ou les plais déja existantes a la surface cutanée des moutons.

Le cycle parasitaire est présenté dans la figure 3.
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Figure 3 : cycle biologique de Lucilia cuprina

(D’apres http:/www.dpi.qld.gov.au/sheep/10041.html)

b) Les différents stades larvaires

Les larves L1 ne possédent pas de crochets buccaux comme L2 et L3. Par contre les larves
L1 ont deux rangées d’épines dans la cavité buccale qui abrasent les couches cellulaires les
plus externes de la peau (Sandeman et al., 1987).

Les larves L2 et L3 possédent des grosses mandibules qui permettent par rapport a L1 une
rupture de I’intégrité cutanée. Ainsi ces deux larves ont un meilleur efflux d’exsudat, un
meilleur acceés aux enzymes larvaires et une pénétration plus facile dans le tissus (Sandeman et

al., 1987).

¢) Les besoins propres a chaque stade

Les besoins alimentaires accrus pour les stades L2 et L3 se traduisent anatomiquement
par la présence de grosses mandibules qui permettent un meilleur efflux d’exsudat, un meilleur
acceés aux enzymes larvaires et une pénétration plus facile des larves dans les tissus. La
présence de ces grosses mandibules sur L2 et L3 correspond a la croissance la plus importante
et donc le moment ou il faut le plus de nutriments accessibles pour la larve. Cela se traduit par

I’augmentation de la dégradation cutanée qui correspond au passage L1/L2. Parallélement, la
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quantité¢ de protéases excrétées augmentent également avec le stade larvaire (Sandeman et al.,

1987).

I.2. Les enzymes sécrétées/excrétées

2.1. Les différentes activités enzymatiques

2.1.1. Mise en évidence

a) API-ZYM

Ce test, réalisé avec des PES de larves d’Oestrus ovis de premier, second et troisiéme
stade, est basé sur des galeries bactériologiques API et permet la mise en évidence et la semi-
quantification de certaines activités telles que phosphatase, protéase, osidase. L’activité
enzymatique a été chiffrée selon une grille de lecture quantifiant I’intensité de la coloration de
0 a 5.( Tabouret, 2001)

Ce test a été également réalisé avec des sécrétions stériles de larves de Lucilia cuprina de
premier, second et troisieme stade (Guerrini et al., 1988). L’activité enzymatique a été évaluée
en obtenant les concentrations des différentes enzymes dans les sécrétions et tout au long des
trois stades larvaires. Le pH optimum pour I’activité de chaque enzyme est aussi pris en

compte.

b) Test de la protéolyse d’un substrat synthétique aspécifique

L’activité protéolytique des PES des larves d’Oestrus ovis a été mise en évidence apres
incubation avec un substrat synthétique chromogene : 1’Azocoll (Azo-Dye-Impregnated-
Collagen). L’intensité de la protéolyse a été estimée apres lecture au spectrophotometre a 490

nm (Tabouret, 2001).

24



2.1.2. Résultats

a) Chez Oestrus ovis (Tabouret, 2001)

L’analyse des PES sur galeries API-ZYM (Tableau 1) a mis en évidence une forte
activité protéolytique de type trypsine : le substrat correspondant a été¢ dégradé. Parallélement
aucune activité de type chymotrypsine n’a été observée. On note également une forte activité
phosphatase (alcaline et acide phosphatase), leucine arylamidase et naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase. L’activité osidase reste modérée : il n’y a pas d’activité galactosidase et f3
glucosidase notamment, mais on trouve des activités o glucosidase, glucuronidase,
glucoaminidase et mannosidase. On note également une activité estérase en C4. Il n’y a aucune
activité lipasique. L’ Azocoll a été digéré par les PES a hauteur de 32.6% pour L1, 36.2% pour
L2 et 60.3% de Dactivit¢ d’une clostridiopeptidase pure. On montre ainsi que 1’activité
protéolytique des PES est plus forte pour les L3.

Par ailleurs, une forte activité protéolytique a été mise en évidence avec des extraits du

tractus digestif mais aucune n’a été mise en évidence dans le contenu des glandes salivaires.
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Tableau 1 : Exemple d’analyse semi-quantitative par API-ZYM des activités enzymatiques de solution

provenant des trois stades larvaires d’aprés Tabouret, (2001).

Produit larvaire

Activité PES CI PIM CGS

Controle 0 0 0 0
Phosphatase alcaline 5 5 5 0
Esterase (C4) 4 3 4 1
Lipase esterase 1 2 3 1
Lipase (C14) 0 0 0 0
Leucine arylamidase 5 5 5 0
Valine arylamidase 1 0 0 0
Cystine arylamidase 1 1 1 0
o Trypsine 5 4 5 0
o Chymotrypsine 0 0 0 0
Acide phosphatase 5 5 5 1
Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 5 5 5 1
Galactosidase 0 0 0 0
[ galactosidase 0 0 0 0
B glucuronidase 1 2 2 0
a glucosidase 1 2 3 0
B glucosidase 0 0 0 0
N-acétyl-pB-glucoaminidase 2 3 3 0
o mannosidase 2 1 4 0
o fucosidase 0 1 0 0

Légende : PES : Produit d’Excrétion/Sécrétion
CI : Contenu Intestinal

PIM : Protéine Intégrée a la Membrane
CGS : Contenu des Glandes Salivaires

26




b) Chez Lucilia cuprina

L’analyse des PES stériles par Guerrini et al., (1988) par API-ZYM (Tableau 2) sur les
trois stades larvaires permet d’évaluer les concentrations enzymatiques. Cette étude révele une
forte activité alcaline phosphatase et leucine arylamidase avec des concentrations d’enzymes
supérieures a 40 nmol/40ul de sécrétions. Les activités acide phosphatase et naphtol
phosphohydrolase suivent avec des concentrations d’enzymes de 30 nmol /ul de sécrétions. Ces
concentrations se maintiennent tout au long des trois stades larvaires avec une petite
augmentation pour I’enzyme naphtol phosphohydrolase au cours du passage L.1/L.2.

L’ activité protéolytique de type trypsine est marquée au cours du premier stade larvaire
(20 nmol/40 ul de sécrétions), augmente lors du passage L1/L2 puis diminue pendant le
troisieme stade larvaire. L’activité de type chymotrypsine n’a pas été détectée.

Les autres activités restent faibles pendant le premier stade larvaire, puis :
- augmentent au cours des autres stades, c’est le cas pour les activités estérase, estérase
lipase et cystéine arylamidase avec des variations des concentrations de chacune.
- augmentent fortement au cours du passage L1/L2 puis diminuent lors du passage L2/L 3 :
c’est le cas pour I’activité valine arylamidase.
- stagnent a un niveau tres faible voire nul : ¢’est le cas pour ’activité lipase.
Les valeurs de pH obtenues montrent que 7 enzymes sur 10 détectées ont un pH optimum

compris entre 7.5 et 9.0 c’est a dire qu’elles sont tres efficaces en pH alcalin.
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Tableau 2 : Activités enzymatiques (nanomoles / 40pl) dans les sécrétions stériles de Lucilia cuprina d’aprés
Guerrini et al., (1988).

Stade larvaire

Enzyme pH optimum | Premier stade | Deuxieéme stade | Troisieme stade
Phosphatase alcaline 8.5 >40 >40 >40
Acide phosphatase 54 30 30 30
Esterase (C4) 6.5 5 15 20
Lipase esterase 7.5 5 5 10
Lipase 7.5 0 5 0
Leucine arylamidase 7.5 >40) >40 >40
Valine arylamidase 7.5 5 25 15
Cystine arylamidase 7.5 5 10 15
Trypsine 9.0 20 25 15
Eﬁggﬁlhydrolase >4 20 30 30

2.1.3. Bilan et comparaison des activités enzymatiques

Si on compare les deux types de résultats obtenus, on constate que la méthode utilisée est
la méme pour Lucilia cuprina et pour Oestrus ovis. Cependant, Guerrini et al., (1988) ont
réalisé une étude sur le profil enzymatique suivant le stade larvaire de Lucilia cuprina. Ce type
de profil n’a pas été étudié pour Oestrus ovis pour lequel les données disponibles concernent un
mélange des PES des trois stades larvaires. De plus, on peut voir que I’exploitation des
résultats obtenus par API-ZYM différe d’une étude a I’autre. En ce qui concerne Oestrus ovis,
I’activité enzymatique a été semi-quantifiée en se basant sur 1’intensité de coloration. Dans le
cas de Lucilia cuprina, les auteurs ne précisent pas comment ils ont obtenu ces concentrations
enzymatiques a partir de la méthode API-ZYM. Ainsi, on ne peut pas comparer la précision des
résultats des deux ¢études. En effet, I’intensit¢ de coloration pour suivre une activité
enzymatique parait €tre une mesure plus subjective que I’obtention de concentrations
enzymatiques. Mais les données sur le passage de la méthode API-ZYM aux concentrations

enzymatiques sont trop insuffisantes et ne permettent pas de juger la précision de ces résultats.
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Néanmoins, on constate des similitudes entre les deux profils enzymatiques. On retrouve
notamment une forte activité phosphatase (alcaline et acide), naphtol-phosphohydrolase et
leucine arylamidase dans les deux cas. De méme les activités estérase et estérase lipase
apparaissent semblables. Les activités lipase et de type chymotrypsine sont inexistantes a la
fois chez Oestrus ovis et Lucilia cuprina. En ce qui concerne 1’activité trypsique, elle parait
plus importante chez dans les PES d’Oestrus ovis que dans ceux de Lucilia cuprina.

Si on analyse les profils enzymatiques de Lucilia cuprina, il ressort que les
concentrations enzymatiques évoluent d’un stade larvaire a 1’autre. On peut trés bien imaginer
que I’on obtiendrait également des variations de concentrations enzymatiques suivant les stades
larvaires si une étude similaire était réalisée sur les PES d’Oestrus ovis. On peut supposer que
ces variations traduisent des besoins différents pour chaque stade larvaire. Les larves d’Oestrus
ovis et de Lucilia cuprina ont besoin de protéases pour digérer les protéines de leur
environnement qui constituent leur principale source de nutriements et ce, quelque soit le stade
larvaire considéré. Les augmentations des concentrations des protéases d’un stade larvaire a
I’autre traduisent des besoins croissants au cours du cycle parasitaire. Dans les deux cas, les
larves L3 doivent accumuler des réserves pour le stade pupaison. En revanche, il est difficile
d’expliquer la différence observée pour I’activité trypsique. On peut émettre 1’hypotheése que
les larves d’Oestrus ovis sont confrontées majoritairement a des protéines constituées d’acides

aminés basiques et donc nécessitant des enzymes a activité trypsique pour les digérer.

2.2. Les protéases excrétées/sécrétées

2.2.1. Définitions

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse de liaisons peptidiques. Elles
se répartissent en deux catégories : les exopeptidases qui détachent les acides o aminés un a un
a partir des extrémités de la protéine et les endopeptidases qui catalysent le clivage d’une
liaison peptique interne a la protéine (McKerrow, 1989).

Les protéases sont séparées en 4 classes suivant I’importance des groupements chimiques
impliqués dans leur site catalytique. Les sérines-protéases forment une des 4 classes. Ce sont
des endopeptidases qui possedent toutes un acide o aming sérine au sein de leur site catalytique.

Ce groupement sérine permet de polariser la liaison peptidique destinée a €tre rompue sous
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forme alcoolate. Pour atteindre cet état, une histidine et un aspartate formant une triade avec la
sérine doivent étre positionnés pour que la liaison OH de la sérine soit trés fortement polarisée.
Au sein de cette classe de protéases, on retrouve les enzymes de type chymotrypsine et
les enzymes de type trypsine. Les premieres catalysent des hydrolyses de liaisons peptidiques
impliquant des acides o aminés volumineux et hydrophobes aromatiques (Phénylalanine,
Tyrosine, Tryptophane) tandis que les secondes hydrolysent la liaison peptidique du coté

carboxylique des acides a aminés basiques (lysine et arginine).

2.2.2. Caractérisation biochimique des protéases

Des inhibiteurs spécifiques tel que le PMSF (phénylméthonylsulfonyl fluoride),
I’APMSF  (4-amidinophenyl)-methanesulfonyl  fluoride), le TLCK  (tosyl-L-lysine
chloromethyle ketone), le TPCK (tosyl-L-phenylalaline chloromethyle ketone) et le SBTI
(soybean trypsin inhibitor) notamment sont utilisés pour révéler la classe des protéases
contenues dans les PES ainsi que leur activité type trypsine ou chymotrypsine. Leur spectre
d’action est résumé dans le tableau 3.

L’emploi de substrat spécifique tel que le BAPNA (Benzoyl-arginine-nitroanilide), le
SALNA (Succinyl-alanyl-alanyl-prolyl-leucine-nitrosanilide), SAPNA (Succinyl-alanyl-alanyl-
prolyl-phenylalanine-nitroanilide) et VALNA (valyl-leucyl-lysine-nitroanilide) sert également
a identifier la nature des protéases. Le premier est un substrat spécifique de 1’activité trypsique,
le deuxieéme est spécifique de I’activité chymotrypsique et ¢lastase, le troisiéme est spécifique
de I’activité chymotrypsique et le quatrieme de ’activité trypsique et plasminique (Sandeman
et al, 1990 et Tabouret, 2001).

Le pH optimum pour I’activité enzymatique des protéases a été identifi¢ par variation des
tampons d’incubation (entre pH 4.5 et 9.5).

Les protéases ont été ensuite analysées par SDS-PAGE ou GS-PAGE (Gelatine Substrat
PAGE).
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Tableau 3 : Spectre d'inhibition des molécules utilisées (d'aprés les laboratoires Roche, France)

Classe Protéases
Inhibiteur Inhibée Non inhibée Inhibée Non inhibée
APMSF Sérine Trypsmz,;l;hrombme, Chymothrypsine
. . Chymotrypsine,
PMSF Sérine/Cystéine Cystéine, Métallo et Trypsine,

aspartique proteases Thrombine, Papaine

EDTA | Métalloprotéases

TLCK Sérine/Cystéine Trypsine Chymotrypsine
Trypsine,
TPCK Sérine/Cystéine Chymotrypsine Bromélaine, Ficine,
Papaine
. Amino-
Bestatine .
peptidases
E64 Cystéine
SBTI Sérine Meétallo, Cystéine et Plasmine,

Aspartine protéases | Kallikréine tissulaire

2.2.3. Mise en évidence des sérine-protéases et propriétés biochimiques

a) Chez Oestrus ovis

- Mise en évidence des sérine-protéases a activité trypsique et chymotrypsique :

La dégradation de I’azocoll par les PES de L3 n’est pas inhibée :

- par ’EDTA (éthyléne diamine tétra acétate) qui est un inhibiteur de métallo-protéases

- par L’E64, inhibiteur de cystéine-protéases

- par la bestatin, inhibiteur d’aminopeptidases.

Par contre, les inhibiteurs spécifiques des sérine-protéases tels que I’APMSF, le PMSF et le
SBTI réduisent la dégradation de 1’azocoll de respectivement 68%, 72% et 89%. On peut donc
en déduire que les protéases contenues dans les PES sont majoritairement des sérine-protéases
(Tabouret et al, 2003).

L’analyse des PES a déja montré une activité trypsique. L’emploi du TLCK en présence

des PES et de ’azocoll réduit la dégradation de ce dernier de 88%. De plus BAPNA, un
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substrat spécifique de I’activité trypsique, est hydrolysé en présence des PES de L3. Cette
hydrolyse est de méme fortement diminuée par I’ajout de TLCK . On peut donc conclure a la
présence de sérine-protéases a activité trypsique au sein des PES (Tabouret ef a/, 2003).

Nous avons vu par API-ZYM que ’on ne constatait aucune activité protéasique de type
chymotrypsine. Malgré cela, la dégradation de 1’azocoll est réduite de 68% en présence de
TPCK. De plus, si on ajoute ce dernier au peptide synthétique SALNA, la dégradation du
peptide est inhibée. Ces résultats confirment I’existence d’activités chymotryptiques ou

¢lastinolytiques au sein des PES.

- Propriétés biochimiques :

Le pH optimal de dégradation des peptides synthétiques par les PES s’étend de 7 4 9.5.
Les études en SDS-PAGE et GS-PAGE ont mis en évidence plusieurs protéases : un groupe
d’environ 100 kDa, un doublet a 69 kDa, un doublet a 45 kDa, une seule bande a 36 kDa et
enfin un triplet entre 20, 24 et 29 kDa. L’activité de ces protéases n’a pu €tre observée qu’en
conditions électrophorétiques non réductrices : cela suggere que ces molécules possédent des
structures oligodimériques nécessaires a 1’activité enzymatique (Tabouret, 2001). APMSF et
TLCK ont inhibé 1’activité protéasique des bandes des PES de 36 kDa, 20/24/29 kDa. On peut
donc en déduire qu’elles caractérisent des protéases a activité trypsique.

Le pH optimal de dégradation des peptides synthétiques est le méme que pour celui des
protéases a activité trypsique.

L’utilisation de TPCK a inhibé partiellement I’activité des bandes des PES de 69 kDa et
de 36 kDa mais n’a eu aucune action sur 1’activité des bandes 20/24/29 kDa. On peut donc en
déduire que la bande 69 kDa doit caractériser une protéase a activité chymotrypsique. Pour la
bande de 36 kDa on ne peut pas conclure car elle est également inhibée par le TLCK comme
nous 1’avons vu précédemment (Tabouret, 2001). Chez Oestrus ovis la majorité des sérine-

protéases a donc une activité trypsique (Tabouret, 2001).

b) Chez Hypoderma lineatum

- Mise en évidence des sérine-protéases a activité trypsique et chymotrypsique :

L’ activit¢ de I’hypodermine C (HC) n’est pas inhibée par I’EDTA, on peut donc en

conclure que ce n’est pas une métallo-protéase. Mais ’utilisation d’un inhibiteur tel que Dip-F
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(Diisopropylfluorophosphate) inhibe complétement ’activité de HC sur le collagéne dans des
proportions steechiométriques. On peut ainsi conclure que I’HC posséde un groupement sérine
au sein de son site catalytique et donc appartient a la classe des sérine-protéases. En revanche,
ses activités chymotrypsique et trypsique sont nulles : I'utilisation du TPCK et du TLCK n’ont
eu aucun effet sur I’enzyme (Lecroisey et al, 1979). Cependant ’appartenance a la famille
trypsine ou chymotrypsine est discutée: I’HC se rapprocherait plus de la famille
chymotrypsine. Lors de 1’établissement de sa séquence en acides o aminés compléte, Lecroisey
et al, (1987) ont mis en évidence 32% d’homologie avec la chymotrypsine bovine et 38% d’
homologie avec la protéinase I (Collagénase du crabe Uca pugilator appartenant a la famille
chymotrypsine).

TLCK inhibe I’activité de I’hypodermine A (HA), tout comme la benzamidine qui est un
inhibiteur compétitif. Le TPCK n’a aucune influence sur 1’activité confirmant le fait que HA
est une sérine-protéase de type trypsine (Tong et al, 1981).

L’utilisation d’inhibiteurs polypeptidiques naturels de trypsine tel que SBTI réduit
I’activité de I’hypodermine B (HB) de 90% pour un ratio moléculaire de 1/1 et de 100% pour
un ratio moléculaire de 2/1. De méme TLCK inhibe I’activité protéasique de HB tandis que
TPCK est sans effet. Ces résultats révelent que HB a une activité protéasique de type trypsine

(Lecroisey et al,1983).

- Propriétés biochimiques :

L’ hypodermine A (HA) a une activité maximale pour un pH compris entre 7 et 8.5.
L’HA est stable pour une température inférieure a 55°C : lorsque la température est maintenue
a 55°C pendant 10 minutes, 1’activité estérasique est maintenue. En contre-partie si 1’on
dépasse ce seuil de température, ’HA montre une perte d’activité protéasique trés importante.
Son poids moléculaire est de 27 kDa. Deux ponts disulfures sont intégrés a la structure de la
protéine. Elle a une activité de type estérase et amidase sur les substrats synthétiques
spécifiques de ’activité trypsique. Aucune activité sur les substrats spécifiques de 1’activité
chymotrypsique n’est constatée (Tong et al, 1981).

L’hypodermine B (HB) a une activit¢é maximale pour un pH compris entre 8.5 et 10.2
avec un maximum a pH 8.5. Son activité protéasique est totalement inhibée a un pH inférieur a
4.5, mais cette inactivition est réversible : elle est retrouvée aprés une incubation a pH 8.5.
L’HB est stable thermiquement a 55°C. Elle perd 50% de son activité aprés 20 minutes a 60°C.
Au dela de 65°C aucune activité n’est constatée. Son poids moléculaire est de 23 kDa. Deux

ponts disulfures seraient présents au sein de sa structure. Elle exerce une activité estérase et
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amidase sur des substrats spécifiques de 1’activité trypsique mais aucune sur des substrats
spécifiques de 1’activité chymotrypsique. Aucun effet sur le collagéne natif n’est observé
(Lecroisey et al, 1983). Aucune enzyme a activité chymotrypsique n’a été retrouvée chez
Hypoderma lineatum

L’hypodermine C (HC) a une activité maximale pour un pH optimal compris entre 8 et
8.5 et ce, avec du collagéne comme substrat. En dessous d’un pH de 4.5, ’enzyme est
totalement inactive. Comme pour les deux autres hypodermines, cette inactivition est
totalement réversible. En effet, si on incube en suivant ’enzyme a pH 8.5, elle retrouve son
activité maximale (Lecroisey et al, 1985). HC est également trés stable a haute température : en
dessous de 60°C, apres une incubation de 2 heures, aucune perte d’activité n’est constatée.
L’inactivation totale de I’enzyme a lieu lorsque la température est amenée a 75°C pendant 2
heures (Lecroisey et al, 1985). L’HC a un poids moléculaire de 25,23 kDa et sa séquence est de
230 acides a aminés (Lecroisey et al, 1987). Son point isoélectrique est de 4.1 (Lecroisey et al,
1979). L’HC n’a aucune action sur les substrats synthétiques spécifiques des activités
chymotrypsique et trypsique. De méme aucune activité de type élastase n’a pu étre constatée.
En revanche son activité collagénolytique a été démontrée : elle clive le collagéne dans sa
partie hélicoidale (dans la triple hélice) en deux fragments, N-41 (3/4 de longueur) et 44-C (1/4

de longueur). Elle a également une activité caséinolytique (Lecroisey et al, 1985).

¢) Chez Lucilia cuprina

- Mise en évidence des sérine-protéases a activité trypsique et chymotrypsique :

L’aprotinine et le PMSF inhibent I’activité des protéases neutres et alcalines des PES de
L2. Ces inhibiteurs réagissent spécifiquement avec des groupements de type sérine et mettent
ainsi en évidence que ces protéases sont des sérine-protéases (Bowles et al, 1988).
L’enzyme ayant une activité collagénolytique n’est pas inhibée par 'EDTA et n’est donc pas
une métallo-protéase. Elle est identifiée comme une sérine-protéase par les inhibiteurs cités ci-
dessus (Bowles et al, 1988) et présente de ce point de vue une ressemblance avec I’HC.
Elvin et al, (1994) ont mis en évidence la présence de 125 a 220 genes différents codant pour
des sérine-protéases.

Sandeman et al, (1990) ont mis en évidence une activité trypsique en analysant par SDS-
PAGE les PES apres incubation avec le peptide spécifique VALNA. Deux bandes majeures

sont visibles avec comme poids moléculaire 20 et 26 kDa. Les PES provenaient de larves de 48
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heures post-éclosion qui étaient majoritairement sous forme de L2 et L3. On peut ajouter que la
dégradation de ce peptide met aussi en évidence la présence d’activité de type plasmine au sein

des PES.

- Propriétés biochimiques :

Sandeman et al, (1990) ont incubé des PES de larve de Lucilia cuprina avec un peptide
spécifique de 1’activité chymotrypsique : SAPNA. L’analyse par SDS-PAGE montre la
présence d’une bande mineure correspondant a un poids moléculaire de 20 kDa avec les PES
obtenus directement avec des larves 48 heures post-infection. On observe deux bandes
majeures a 20 et 48 kDa et 3 bandes mineures aux environs de 28, 34 et 54 kDa avec des PES
obtenus apres 48 heures de culture.

Bowles et al, (1988) ont mis en évidence un pH optimal de 7.0 pour I’activité trypsique
des PES des larves L2. Le nombre d’enzymes a activité trypsique, leur structure ainsi que leurs
propriétés biochimiques n’ont pas fait 1’objet d’études approfondies. En s’appuyant sur les
résultats de Sandeman et al, (1990), on peut dire que 2 enzymes a activité trypsique sont
présentes dans les PES des larves L2 et L3 avec comme poids moléculaire 20 et 26 kDa.

Tellam et al, (1994) ont isolé et purifié deux chymotrypsines nommées LCTb et LCTa
des PES de L1. Il n’y a pas de réaction croisée entre ces deux enzymes donc cela améne a
penser qu’elles sont synthétisées par des genes différents ou alors que ce sont des variants
alléliques. Leur poids moléculaire est voisin de 25 kDa. Casu et al, (1994) ont également
travaillé sur ces deux enzymes. Ils ont confirmé le poids moléculaire de LCTb tandis que celui
de LTCa a changé pour une valeur de 24 kDa. De ces deux enzymes, c’est LCTb qui est
prédominante. Elles sont trés instables : LCTa est trés sensible a I’autolyse méme conservée a
4°C. LCTD est plus stable mais reste sensible notamment lorsque sa conservation dépasse 3 a 4
jours a 4°C. LCTa et LCTDb purifiées n’ont aucune action sur le substrat spécifique BAPNA et
donc aucune activité trypsique. LCTb a été séquencée, 255 acides a aminés ont été identifiés.
Cette séquence possede de nombreuses homologies avec la séquence de chymotrypsines a
activité collagénolytique ce qui laisse supposer que LCTb pourrait dégrader le collagene. En ce
qui concerne le pH, Bowles et al, (1988) ont montré que les protéases des PES de L2 ont une
activité maximale pour un pH compris entre 7.0 et 8.0. Ces valeurs sont donc valables pour ces

chymotrypsines.
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Les enzymes a activité chymotrypsique ne sont sirement pas toutes identifiées, en effet
Sandeman et al, (1990) ont mis en évidence des enzymes a activité chymotrypsique avec des

poids moléculaires de 20 et 48 kDa notamment.

2.2.4. Lieu de synthése et évolution au cours des stades larvaires

a) Chez Oestrus ovis

En GS-PAGE, la comparaison des profils de dégradation de la gélatine par les PES avec
le contenu protéique et les protéines membranaires de cellules épithéliales du tube digestif a
révélé une forte homologie. On peut donc en conclure que I’origine des protéases est digestive.
Elles seraient sécrétées par les cellules épithéliales du tube digestif, exportées dans la lumiére
et sécrétées sur la muqueuse nasale (Tabouret, 2001).

D’aprés Tabouret (2001), il n’y a pas de variation qualitative entre le profil des PES de
L1, L2 et L3. Les protéases seraient donc conservées au cours du développement larvaire. Mais
la quantité de protéases libérées in vitro par chacun de trois stades est variable : les larves L1
sécrétent moins de protéases que les larves L2 et L3. Il semblerait donc que la quantité de PES

libérés par les larves augmente avec le degré d’évolution du parasite (Tabouret, 2001).

b) Chez Hypoderma lineatum

D’aprés Boulard (1969), les trois hypodermines seraient sécrétées pendant la phase
mobile du cycle c’est a dire durant la migration de L1 dans les glandes salivaires. Elles seraient
ensuite réabsorbées avec du tissu conjonctif dégradé, et stockées au sein de I’intestin moyen de
la larve. Elles seraient ensuite excrétées de nouveau pendant la premiére mue du stade larvaire
L2 immobile.

Le contenu enzymatique entre L1, larve mobile, et L2 et L3, larves immobiles, est
différent (Boulard, 1969). En effet, L1 doit progresser a travers le tissus conjonctif de 1’hote et
accumuler des réserves utilisables pour les stades larvaires suivants. Par conséquent les PES de
L1 ont des concentrations enzymatiques supérieures en collagénases et en protéases notamment

par rapport a L2 et L3.
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¢) Chez Lucilia cuprina

Casu et al, (1996) ont montré par RT-PCR et immunoblotting que I’enzyme a activité
chymotrypsique (LCTb) contenue dans les PES larvaires est une protéase digestive d’origine
intestinale. Elle est synthétisée au sein du cardia, petit organe contenant peu de cellules
sécrétrices (environ 1000) et responsable également de la synthése du type 2 de la matrice
péritrophique, localisée en avant de 1’extrémité postérieure de 1’intestin moyen. La synthése au
niveau de ’intestin postérieur est minime alors qu’il n’y a aucune synthése au niveau des
glandes salivaires. L’enzyme est exprimée au stade ceuf et durant les trois stades larvaires. Elle
est absente des stades pupe et adulte. Casu et al, (1996) ont aussi montré que le niveau relatif
d’expression cellulaire de LCTb dans chaque stade larvaire est constant, méme si les larves
sont de tailles différentes. Il y a deux hypothéses pour expliquer la présence de cette enzyme
dans les PES : soit elle est évacuée avec les déchets, il faut pour cela qu’elle soit produite en
grande quantité et qu’elle soit trés stable, soit elle accompagne les régurgitations des
composants intestinaux. Cette derni€re supposition serait la plus probable d’autant plus que
I’on a retrouvé une petite quantité de LCTb dans le jabot, organe antérieur au cardia qui ne
synthétise pas I’enzyme (Casu et al, (1996)).

Casu et al, (1994) ont montré que les trypsines étaient les enzymes digestives majeures
de Dintestin. On peut donc penser que tout comme LCTb, les trypsines pourraient étre
synthétisées a ce niveau.

Bowles et al, (1988) ont mis en évidence 1’absence de différences majeures dans la
composition enzymatique des PES des trois stades larvaires, ce qui est en accord avec les
résultats présentés ci-dessus. De méme Skelly ef al, (1987) ont constaté que les profils
¢lectrophorétiques des PES de L1 et L2 étaient semblables. On peut conclure d’aprés ces
résultats que I’équipement enzymatique des larves de Lucilia cuprina reste quasiment identique
au cours des trois stades larvaires. Cependant Young ef al, (1996) ont observé des variations au
cours des heures suivant I’éclosion. Une protéase de 28 kDa apparait une heure apres 1’éclosion
et disparait aprés 3 heures: elle doit avoir un réle spécifique dans I’éclosion ou le
développement larvaire précoce. De méme on trouve des protéases de 32 et 36 kDa uniquement
3 heures post-éclosion ce qui laisse suggérer un rdle important dans la formation de la plaie.

Des modifications enzymatiques sont donc effectuées au cours des premieres heures de la vie
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larvaire. Cette précocité peut expliquer le fait que ces changements n’aient pas été constatés

lors des résultats évoqués ci-dessus.

1.3. Les produits excrétés/sécrétés non enzymatiques

3.1. L’ammoniac

3.1.1. Modalité de I’excrétion

L’excrétion d’ammoniac n’a été constatée que chez Lucilia cuprina.

- Quantité excrétée : Lennox, (1941) montre que 100 larves L1 produisent et excrétent
plus de 80 mg d’azote de ’ammoniac par jour.

- Forme majoritaire excrétée : Lennox, (1941), Guerrini et al., (1988a) montrent que
I’ammonium est excrété majoritairement par les larves sous forme de bicarbonate
d’ammonium (NH4", HCO3).

- Devenir de 'ammonium excrété : Visek, (1984) montre qu’une large proportion de
I’ammonium excrété est converti en ammoniac sous la forme lipidique soluble non

ionisée et toxique, NHj , qui devient ainsi la forme majoritaire sur le site d’infection.

3.1.2. Toxicité de ’ammoniac

- Forme toxique : c’est la forme non ionisée, NHj, qui est la plus toxique de part sa
faculté a pénétrer aisément a I’intérieur des cellules. Il en résulte une augmentation du
pH intracellulaire qui a pour conséquence de modifier la structure des protéines et donc
leur fonction (par exemple I’activité enzymatique), (Guerrini, 1988).

- Hyperammoniémie : Guerrini, (1988) constate une augmentation significative du pH
sanguin, de la concentration en NH; et en NH; au niveau des jugulaires pendant
I’infestation due aux larves de Lucilia cuprina. De plus, il a montré également une
concentration en NHj3 dans les veines qui drainent 1’infestation 8 fois supérieure par
rapport a la concentration normale au niveau des jugulaires et des carotides (516 pumol/l
et 58 umol/l respectivement). Le passage de I’ammoniac dans les fluides corporels

pourrait étre facilité par I’inflammation accompagnant I’infestation.
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- Lésions des organes : Guerrini et al., (1988) montre par autopsie de moutons infestés
avec des larves de Lucilia cuprina une dermatose aigué sévére, une congestion du foie,
du cceur, des reins, de la rate et des poumons. Des hémorragies ecchymotiques sont
présentes sur le cceur, les reins et les glandes surrénales sur plusieurs moutons infestés.
Au niveau microscopique, on note une vacuolisation pouvant étre séveére du systeme
nerveux central ainsi qu’une infiltration des tissus cutanés, pulmonaires, cardiaques,
rénaux et hépatiques par des cellules mononucléaires, des neutrophiles ou des
lymphocytes.

- «doses létales » : Guerrini, (1988) constate que sur douze moutons infestés par des
larves de Lucilia cuprina, six meurent avec une concentration en NHj3 dans le sang
supérieure a 200 umol/l. Les 6 autres moutons ont maintenu leur concentration en NHj
inférieure a cette concentration seuil et ne sont pas morts.

- Visek, (1984) montre qu’une tres 1égere augmentation de pH entraine une augmentation
trés importante de la toxicité due a I’ammoniac sur les cellules. En effet, nous avons vu
que la forme toxique de I’ammoniac était la forme non ionisée NHj de part sa faculté a
diffuser & ’intérieur des cellules. Si I’on considére le couple acido-basique (NH, ", NH3)
la formation de NHj est bien favorisée par une augmentation de pH (NH;  + OH™ <>
NH; + H,O). De plus Lennox, (1941) a mis en évidence un pH optimum de 8.3 pour

une production optimale d’ammoniac par les larves de Lucilia cuprina.

3.2. La protéine Péritrophine-95 (P-95)

3.2.1. Mise en évidence de P-95 dans les PES de larves de Lucilia cuprina

Tellam et al., (2000) démontre par ELISA et Immuno-blots que des sérums de moutons
infestés naturellement ou artificiellement avec des larves de Lucilia cuprina reconnaissent la P-
95 alors que des sérums de moutons non infestés non. Ainsi il en a conclu que la protéine
stimule la réaction immunitaire de 1’hote et donc qu’elle devait étre exposée au systéme
immunitaire du mouton.

En analysant les produits régurgités/excrétés larvaires par immuno-blots, purification par
immuno-affinité et séquengage amino-terminal, il a mis en évidence la présence d’une forme

soluble monomérique de la protéine P-95.
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3.2.2. Structure et propriétés physico-chimiques ((Casu et al, (1997), Tellam et al,
(1999)).

La protéine P-95 est une glycoprotéine qui se décompose selon I’ordre suivant (figure 4) :

- D’une séquence signal amino-terminale de 24 acides o aminés.

- De 5 domaines peritrophine-A successifs contenant chacun 60 a 70 acides o aminés et
riches en résidus cystéine. Il y a six résidus cystéine par domaine qui seraient impliqués
dans la formation de trois ponts disulfures intra-domaine. Au sein de cette partie de la
protéine, quatre sites de glycosylations potentielles a partir de liaison amine sont
connus. Ces cinqg domaines riches en cystéine permettraient a la P-95 de se lier a
d’autres protéines et a la chitine qui est un constituant de la membrane péritrophique.

- D’une séquence carboxyl-terminale de 139 acides o aminés riche en proline et en
thréonine et ne contenant pas de cystéine. Cette séquence est composée de structures
répétitives de deux types : le type 1 est une structure pentamérique a base de proline,
glutamate et thréonine répétée dix-huit fois, le type 2 est une structure tétramérique a
base de lysine, proline et thréonine répétée quatre fois. L’abondance de proline et de
thréonine au sein de cette séquence offre également des sites de glycosylations
potentielles a partir de liaison carboxyl. Cette dernieére séquence est apparentée a la
structure de la mucine des mammifeéres qui est une glycoprotéine qui assure une
fonction de protection de I’épithélium des voies digestives notamment.

La P-95 a pour poids moléculaire, mesuré¢ par SDS-PAGE, 80kDa, ce qui est contraire a
celui calculé a partir de sa séquence en acides o aminés qui est de 50.1kDa. Ceci peut
s’expliquer par les nombreux oligosaccharides qui peuvent se lier sur les nombreux sites de
glycosylation notamment dans le domaine riche en proline et thréonine.

Le point isoélectrique a été mesuré a 4,5.
En conclusion c¢’est une protéine avec une structure trés complexe et qui présente une

homologie avec la mucine.
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Périptrophine-95

Figure 4 : Diagramme de représentation de la protéine Péritrophine-95.

I : séquence signal Nt

- : domaine péritrophine-A

'''''''''''''''' : domaine « mucine-like » riche en thréonine et en proline

3.2.3. Lieu de synthese et distribution de la protéine

Tellam et al, (2000) ont montré par RT-PCR que I’expression de ’ARNm de P-95 était
réduit au cardia, aucune expression n’ayant pu étre décelée en particulier au niveau des glandes
salivaires et de l’intestin moyen. On peut donc en déduire que la P-95 est synthétisée
exclusivement au niveau du cardia. Ce dernier est un petit organe localisé¢ antérieurement a
I’intestin moyen. De plus cette synthese a lieu pendant tous les stades larvaires mais est absente
des stades ceuf, pupe et adulte.

Tellam et al, (2000) ont localisé par immunofluorescence et immunogold la P-95 au sein
de la matrice péritrophique ou membrane péritrophique (PM), avec une distribution uniforme.

La matrice péritrophique est une membrane semi-perméable constituée de protéines, de
glycoprotéines, de microfibrilles de chitine dans une matrice de protéoglycannes. Elle se
présente sous 2 formes : le type 1 qui est synthétisé a partir de 1’épithélium de I’intestin moyen
surtout en réponse a la nourriture et au type d’aliments ingérés, le type 2 qui est synthétisé par
le cardia formant une gaine continue le long de I’intestin toujours présente (Lehane, 1997),
(Eisemann and Binnington, 1994).

Elle compartimente ainsi la lumicre intestinale en 2 zones: 1’'une entre 1’épithélium
intestinal et la matrice nommeée espace ectopéritrophique et 1’autre entre la matrice et la lumiére

intestinale nommée espace endopéritrophique (Eisemann and Binnington, 1994).
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Elle a pour réle de protéger I’épithélium intestinal moyen des particules abrasives, de
protéger les insectes des invasions, notamment virales, bactériennes et protozoaires, et de
faciliter le processus digestif dans I’intestin (Eisemann and Binnington, 1994).

Pour extraire la P-95 de la PM il faut employer un agent dénaturant trés puissant type 6M
urée (Casu et al, 1997). Cette constatation combinée avec sa distribution uniforme au sein de la
membrane laisse supposer que la P-95 a un réle structural au sein de cette derniere. La P-95
aurait son domaine riche en proline et thréonine exposé a I’extérieur de la matrice avec pour
role de lubrifier les aliments pour permettre la progression au sein du tube digestif (figure 5).
Tandis que I’ensemble des cinq domaines serait a I’intérieur de la matrice et interférerait
notamment avec le réseau de chitine de la PM ce qui déterminerait la taille des pores et donc la

perméabilité de la membrane (Casu ef al, 1997), (Tellam et al, 1999).

Membrane péritrophique

——
Espace Espace
ectopériirophigue endopéritrophique

() €&—— Protéine
O
CJO % Glycoprotéines
Féritrophine-35 (P-95)
O &— Perop
& 3
:ﬁr:nhmnalre ||||| % Rézeau de chitine
coa
DD @ :| 5 domaines

‘ ‘ péritrophine-A

] Domaine riche
en thréonine et
en cystaine

Figure 5 : Disposition de la Péritrophine-95 au sein de la Membrane Péritrophique

L’hypothese évoquée par Tellam et al, (2000) pour expliquer la présence de cette protéine
dans les régurgitations/excrétions larvaires serait que la P-95 soluble monomérique participerait

a une phase de maturation de la membrane péritrophique. La P-95 soluble viendrait se lier a
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une membrane péritrophique immature dans le but de favoriser I’incorporation de composants
dans la matrice telle que les fibrilles de chitine et cela grace au cinq domaines péritrophine-A.
Une partie des protéines solubles utilisées pour la phase de maturation serait ainsi excrétée

accidentellement.

3.3. Les PES synthétisés dans les glandes salivaires

Tabouret et al., (2001) ont isolé et purifié par chromatographie d’échange d’ions un
complexe protéique de 28 kDa synthétis¢ dans 1’anneau des glandes salivaires des larves L2 et
L3. L’analyse par Western-blotting montre que la bande obtenue par électrophorése qui
caractérise ce complexe protéique est en fait un ensemble complexe de protéines avec un poids
moléculaire compris entre 24 et 29 kDa. Ce complexe protéique est retrouvé majoritairement
dans les glandes salivaires et les PES et en petite quantité¢ dans le contenu du tube digestif. Il
existe une autre protéine majeure de 39 kDa (SDS-PAGE) retrouvée dans les glandes salivaires
mais aussi dans les PES, I’extrait brut de L2 mais pas dans le contenu du tube digestif. Par
Western-blots, le contenu des glandes salivaires et les PES se sont révélés étre les plus
antigéniques. Ces résultats différent cependant de ceux de Innocenti et al., (1995) qui avait
identifi¢ par SDS-PAGE des protéines de poids moléculaire 15, 18 et 23 kDa issues des
glandes salivaires et retrouvées dans les PES des larves. On peut penser que la protéine
identifiée a 23 kDa fait partie du complexe protéique évoqué ci-dessus. En revanche les deux
autres valeurs ne correspondent pas. Ces protéines synthétisées au sein des glandes salivaires
sont donc identifiées comme des PES larvaires et plus particulierement des PES de L2 et L3.
Cependant leur fonction biologique reste indéterminée et il n’y a pas de références
bibliographiques disponibles a ce sujet. Il faudrait donc les séquencer afin de la déterminer.
Mais le complexe de 28 kDa est trés immunogeéne donc en contact avec le systéme immunitaire
de I’hdte. De plus il n’intervient dans aucune fonction digestive larvaire. Par conséquent on
peut se demander s’il n’est pas un complexe protéique de défense du parasite contre la réponse

immunitaire de I’hote ou s’il n’appartient pas a un systeme antioxydant.
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1.4. Bilan

Tableau 4 : Les PES larvaires : synthése.

Nature des Espece Poids Lieu de
Activité, role
PES considérée moléculaires synthése
chymotrypsique 20, 24, 29 Tube digestif
Oestrus ovis
Trypsique 69 Tube digestif
Trypsique HA : 27 Glandes
Hypoderma (HA, HB) HB : 23 salivaires
lineatum Collagénolytique Glandes
Protéases HC :25.23
(HC) salivaires
trypsique 20, 26 Tube digestif
Lucili ] Ch i LCTh: 25 Tube digestif
ucltlia cuprina motrypsique ube digesti
d YPe LCTa: 24 g
(LTCb, LTCa) (cardia)
20, 48
15, 18, Glandes
Protéines Oestrus ovis Indéterminée
28 (24-29), 39 salivaires
Intégrité de la
Pértrophine-95 | Lucilia cuprina Matrice 80 Cardia
Péritrophique
Immunomodulation
Ammoniac Lucilia cuprina (NH4+, HCOy) Indéterminé

Les PES de chacune des espéces de Diptéres considérées montrent des similarités notamment
en ce qui concerne les protéases (tableau 4). On retrouve les mémes activités et les lieux de
synthéses sont identiques pour Lucilia cuprina et pour Oestrus ovis. La comparaison des poids
moléculaires n’éclaire pas la recherche du role du complexe protéique de 28 kDa. En effet, la
protéine qui s’en rapprocherait le plus serait ’'HA qui a un poids moléculaire de 27 kDa et qui
est également synthétisée dans les glandes salivaires. Si on fait I’hypothése d’un parall¢le entre
ces deux protéines, I’Ag de 28 kDa serait une protéase a activité trypsique. Cependant cette

hypothese est peu probable car d’une part ce dernier a été identifié par Innocenti et al., (1995)
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comme étant trés immunogene et d’autre part Kumar, (1993) a montré que les protéases étaient
des molécules peu immunogenes.

Nous avons pu également remarquer que la nature des PES quelle que soit ’espéce de
larve variait trés peu d’un stade larvaire a 1’autre, contrairement a la quantité de protéases, qui
augmente avec 1’évolution des stades larvaires en relation stirement avec des besoins larvaires
croissants.

En ce qui concerne les protéines incorporées a la matrice péritrophique et excrétées par
les larves, seules des recherches avec Lucilia cuprina ont été réalisées. C’est donc un domaine
a explorer particuliecrement pour Oestrus ovis dont I’intestin est lui aussi bordé par une
membrane péritrophique.

Nous allons a présent nous intéresser aux roles de ces PES dans le développement
larvaire et notamment leur implication dans la modulation de la réponse immunitaire de 1’hote

et dans les mécanismes de nutrition larvaire.
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I1. Role des PES dans le développement larvaire

Les PES occupent une place prépondérante dans le développement larvaire. Ils
interviennent notamment dans la protection des larves vis a vis du systéeme immunitaire de
I’hote et dans la nutrition larvaire. Ils facilitent également I’établissement des larves, leur

migration et la formation de Iésions.

I1.1. Protection vis a vis du systéme immunitaire de I’hote

1.1. Clivage des IgG et des IgA

Les IgG ont une structure tétracaténaire c’est a dire formée de quatre chaines
polypeptidiques : deux chaines de poids moléculaires de 52 kDa qui sont nommées chaines
lourdes ou chaines H (pour Heavy) et deux chaines moléculaires de 23 kDa nommées chaines
légéres ou chaines L (pour Light). Les chaines H et L sont identiques deux a deux. L et H sont
unies par un pont disulfure et les deux chaines H sont unies par des ponts disulfure de nombre
variable. De plus des liaisons non covalentes renforcent la structure. Les extrémités NH2-
terminales de L et H constituent le site anticorps qui est la partie capable de reconnaitre le
déterminant antigénique. Les deux sites anticorps sont identiques entre eux. Une IgG possede
toujours un minimum de deux sites anticorps.

Une IgG peut étre attaquée par des enzymes protéolytiques (trypsine ou papaine) qui
clivent les chaines en divers endroits (figure 6). On obtient ainsi trois fragments: deux
fragments identiques entre eux qu’on appelle Fab (pour Ag binding), et un troisieme fragment
qui peut étre obtenu a 1’état cristallisé, d’ou son nom : Fc.

Le fragment Fab peut reconnaitre un déterminant antigénique tandis que le fragment Fc
possede des propriétés effectrices. Les IgG peuvent se fixer au C1 du complément et donc

I’activer via la voie classique. Elles peuvent aussi se lier a des récepteurs cellulaires engendrant
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une promotion de la phagocytose par les polynucléaires et les macrophages appelée
opsonisation, phénomene de cytotoxicité dépendant des anticorps.

D’autres enzymes peuvent attaquer les [gG comme par exemple la pepsine. Dans ce cas,
cette attaque donne naissance a un gros fragment qui porte les deux sites anticorps. Il est donc
bivalent et porte le nom de F(ab’)2 (ab’ car il ne correspond pas vraiment a 2 Fab). Le reste de
la molécule, le fragment Fc, est fragmenté en de nombreux petits polypeptides.

L’IgG est principalement retrouvée dans le sérum sous forme monomérique ou sa
concentration est voisine de 10 a 20 mg/ml.

L’IgA a une structure type équivalente a celle des IgG, par contre on peut la retrouver
dans le sérum sous forme monomérique ou dimérique. Dans ce cas, c’est une chaine J qui
assure la fonction. Dans les sécrétions, ce dimere est uni par un composant sécrétoire dont le
role présumé est de permettre a I’IgA de joindre les organes sécréteurs et de la protéger contre
les enzymes protéolytiques sécrétées. L’IgA n’est pas capable de fixer le C1 et donc ne peut
pas activer le complément (Bachet et Lesavre, (1991)) et n’entre pas non plus dans les

mécanismes de cytotoxicité cellulaire dépendant d’anticorps.

Fab
JI'J \ I|" \ . ——  Chaine polypeptidique
' — Pont disulfure
|' H - F(ab) —
| [ s hf y Fragment obtenu aprés attaque
\ f 11 J.I'J = — = parles enzymes protéclytiques
/ - 7 H : chaine lourde
L r 1
[ ! L : chane legere
|
| -"[\ '
Fc

Figure 6 : Structure d’une immunoglobuline
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1.1.1. Mise en évidence de ’activité protéasique des PES sur les IgG et les IgA

a) Chez Oestrus ovis

L’immunoglobuline G utilisée est un anticorps monoclonal de rat, de type IgGl. Les
immunoglobulines A utilisées sont d’origine humaine. Elles sont mises en contact avec les PES
de L1 et de L3 puis on analyse par électrophorése SDS-PAGE en conditions réductrices. Le
profil de migration de la solution d’IgG1 témoin montre 3 bandes d’environ 25, 50 et 75 kDa.
Apres 12 heures de contact, les bandes 75 et 50 kDa disparaissent du profil de migration.

Le profil de migration de I’'IgA révéle 3 bandes d’environ 85, 55 et 25 kDa. Aprés un contact
de 12 heures, les bandes de 85 et 55 kDa disparaissent.

Les bandes de 75 kDa de I’IgG et de 85 kDa de I’'IgA correspondent trés certainement a
I’association d’une chaine légere de 25 kDa et d’une chaine lourde de 50 kDa pour I’IgG et de
55 kDa pour I’IgA. Ainsi les PES clivent la chaine lourde des IgG et des IgA et laissent la
chaine 1égére intacte. On a donc la formation de deux fragments : F(ab’)2 qui conserve le site

de liaison aux antigénes et Fc conservé.

b) Chez Hypoderma lineatum

Pruett, (1993) a incubé I’hypodermine A purifiée avec des IgG de bovins, moutons et de
lapins. Les résultats sont analysés par SDS-PAGE en conditions non réductrices. Il apparait que
I’HA clive I’IgG bovine en deux fragments : le fragment F(ab’)2 et le fragment Fc qui reste
intact. Il en ressort que les deux chaines légeres doivent rester intactes tandis que les deux
chaines lourdes sont clivées a la jonction Fc-F(ab’)2. Cette attaque est comparable a celle
générée avec la pepsine. Ceci est en contradiction avec 1’activité trypsique de I’hypodermine A.
Cependant dans D’attaque de la pepsine, le fragment Fc est dégradé en de nombreux
polypeptides tandis qu’avec I’HA il est conservé. Comme elle dégrade également les IgG des
autres especes a des degrés différents, on peut conclure que I’HA n’est pas spécifique des IgG

d’origine bovine.
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¢) Chez Lucilia cuprina

Sandeman et al., (1995) a réalisé¢ des expériences sur des moutons immunisés avec de
I’ovalbumine, puis infestés avec des larves de Lucilia cuprina dans le but d’étudier les
immunoglobulines anti-ovalbumine, leur dégradation dans le sérum et dans I’exsudat des plaies
de la myiase. Les exsudats sont analysés par SDS-PAGE et la dégradation des IgG par
immunoblotting. Les anticorps monoclonaux mesurent la quantité d’IgG intactes dans I’exsudat
tandis que les anticorps anti-IgG polyclonaux mesurent la quantit¢ d’IgG intactes et d’IgG
dégradées. Les résultats montrent que 60% des IgG dans I’exsudat sont dégradées six heures
apreés infestation. Ces résultats sont confirmés par des travaux in vitro qui montrent la
dégradation des anticorps de moutons par des enzymes larvaires de Lucilia cuprina.

Le suivi des produits issus de la dégradation des IgG par les PES des larves de Lucilia
cuprina par immunoblotting montre que ces produits sont les mémes que ceux obtenus en
présence de chymotrypsine et de trypsine bovine. Cela laisse supposer que ce sont les protéases

des PES a activité trypsique et chymotrypsique qui sont responsables de cette dégradation.

1.1.2. Conséquence pour le systéme immunitaire

a) Chez oestrus ovis

L’activité protéasique a été mesurée sur des IgA humaines d’origine sérique. Or ce sont
majoritairement les IgA sécrétoires qui arrivent au contact du parasite car elles possédent une
piece sécrétoire, synthétisée par les plasmocytes sous-épithéliaux, qui facilite leur transport au
travers de la barricre et les protége de la protéolyse. Mais une trés faible proportion d’IgA
d’origine plasmatique peut transsuder du plasma ou étre transportée via des mécanismes
sécrétoires annexes et arriver au contact des larves. Les IgG sont peu présentes dans les
sécrétions du tractus intestinal mais trés abondantes dans celles du tractus respiratoire. Elles
transsudent probablement hors du plasma et viennent au contact du parasite. Ce phénomene
s’accentue fortement dans les sites inflammatoires comme dans le cas de 1’cestrose ovine.

En détruisant les anticorps, le parasite empéche leur fixation dans des régions

anatomiques sensibles telles que les plaques stigmatiques (respiration) ou encore la zone péri-
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orale (nutrition) et inhibe I’avénement des mécanismes cellulaires dépendants d’anticorps a sa

surface (ADCC) ainsi que I’opsonisation (figure 7).

Larves d’Oestrus ovis

v

Dégradation

v v
IgA sécrétoires

(majoritaires) et
plasmatiques

IgG plasmatique

v

» Absence de fixation des Ac sur les plaques
stigmatiques et en région péribuccale
* Inhibition de I’ADCC et de I’opsomisation

Figure 7 : Activité protéasique des PES sur les IgG et les IgA et conséquences pour le systéme immunitaire.

b) Chez Hypoderma lineatum

L’activité protéasique de I’hypodermine A est dirigée uniquement contre 1'IgG
contrairement aux protéases d’'Oestrus ovis. Cependant, les conséquences sur le systéme
immunitaire sont similaires a celles d’Oestrus ovis. La dégradation des IgG en deux fragments
leur fait perdre leurs propriétés effectrices : elles ne peuvent plus activer le complément ni
participer aux phénomenes de cytotoxicité cellulaire dépendant d’anticorps. Le fragment
F(ab’)2 conserve quant a lui sa capacit¢ a se lier aux antigénes. C’est donc un moyen

d’échapper aux réactions immunitaires spécifiques de 1’hote (Pruett, 1993).
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¢) Chez Lucilia cuprina

L’activité protéasique des PES des larves de Lucilia cuprina envers les 1gG localisées
dans I’exsudat de la plaie occasionnée par la myiase, entraine une perte de leur fonction
effectrice comme pour les deux myiases citées ci-dessus et donc diminue la capacité des
anticorps a attaquer les larves. Mais cette dégradation ne condamne pas leur activité
antigénique. Si le fragment Fab ou la chalne lourde variable sont conservés, les IgG dégradées
restent capables de se lier a leur antigéne. Ces anticorps plus petits que 1’on peut nommer des
fragments d’anticorps auront une application vaccinale que nous verrons dans la prochaine
partie. En effet, de par leur petite taille, ces fragments d’anticorps peuvent passer a travers la
matrice péritrophique et ainsi atteindre d’autres cibles, d’autres antigénes et donc étendre les

cibles vaccinales.

1.2. Action sur le complément

Le complément représente avec les anticorps, 1’¢lément essentiel du systéme humoral de
la défense contre les agents infectieux. Il est constitué d’une vingtaine de protéines circulantes
capables d’interagir avec certaines membranes biologiques. L’activation en cascade de ses
différents composés est a 1’origine de I’apparition d’activités biologiques variées amenant a la
lyse cellulaire, bactérienne ou virale. Elle entraine également le recrutement et 1’activation de
nombreux effecteurs cellulaires, notamment en provoquant la production d’histamine par les
mastocytes et en stimulant le chimiotactisme et la phagocytose des polynucléaires. Ce systéme
est a la charniére entre I’immunité spécifique et I’immunité non spécifique, car I’activation du
complément peut étre déclenchée par certaines bactéries, parasites, virus ou par la formation
d’immuns complexes sécrétés par le systéme immunitaire spécifique.

Le systtme « complément » peut €tre opérationnellement divisé en trois unités : deux
unités de reconnaissance conduisant a des activations paralléles mais distinctes et une unité
effectrice terminale commune. La voie classique est activée par les anticorps combinés a
I’antigene. Elle ne se met donc en ceuvre qu’en présence d’anticorps. La voie alterne est activée
directement par certains polysaccharides bactériens en 1’absence d’anticorps. Elle constitue un
moyen de défense anti-infectieux immédiat, en place avant méme le développement d’une

immunité spécifique.
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La protéine C3 est au carrefour des deux voies. Elle entre dans la cascade d’activation de
la voie classique et dans 1’activation de la voie alterne. Mais dans ce second cas, I’activation est
effectuée par une stimulation directe de C3 sans I’activation préalable des facteurs C1, C2 et

C4 comme dans la voie classique (Bach et Lesavre, 1991).

1.2.1. Clivage de la protéine C3 du complément par les PES des larves

d’Hypoderma lineatum.

Boulard et al., (1984) ont testé ’aptitude des 3 sérine-protéases HA, HB, HC des larves
L1 d’Hypoderma lineatum a réduire ’activité du complément sérique de bovins naifs ou
préalablement immunisés. IlIs ont montré sur les bovins naifs, une diminution de I’activité du
complément initiée par HB a travers la séquence C1-C3 avec une concentration en HB de
Sug/ml de sérum, et par HA sur la séquence C3-C9 a une concentration de 150pug/ml de sérum.
HC, qui a une activité collagénolytique, n’a pas d’activité¢ anti-complément. Cette diminution
du complément s’effectue donc a travers les deux voies d’activation du complément : la voie
classique et la voie alterne.

Ces travaux ont été poursuivis par Boulard, (1989). Les enzymes purifiées d'Hypoderma
lineatum sont soumises a une expérience visant a évaluer leur activité protéolytique sur la
protéine C3 de bovin dans un sérum de bovin normal. Les produits de clivage obtenus avec les
sérine-protéases (HA, HB, HC) sont analysés par électrophorése dans un gel SDS
polyacrylamide suivi d’un immunoblotting.

Les résultats ont montré que I’attaque enzymatique ¢était initiée sur la chaine
polypeptidique alpha de la protéine C3 par HA a la concentration de 1pg/ml de sérum de 24
heures et par HB a la concentration de Spg/ml de sérum de 24 heures. Les peptides générés
différent par la taille moléculaire des produits obtenus par la dégradation naturelle de C3 dans
un sérum de contréle contenant des enzymes physiologiques. On peut donc en déduire que le
clivage de C3 par les enzymes des larves d’Hypoderma lineatum entraine une inactivation de la
protéine et de ces fragments naturellement clivés. Il a constaté que I’HA a la concentration de
Iug/ml clive également la chaine béta de C3. Pour une concentration de Sug/ml, HA entraine
une dégradation totale de C3. Comme dans les résultats présentés ci-dessus, HC ne montre
aucune activité anti-complément dans un sérum normal.

Enfin Baron, (1990) a complété ces travaux. Il a montré également que I’'HA et I’'HB

¢taient efficaces pour dégrader la chaine alpha de la protéine C3 purifiée a une concentration de
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Iug/ml. 11 a aussi mis en évidence que pour une concentration de 50 pg/ml, ’'HA dégrade
totalement les deux chaines de C3. Ce résultat et celui concernant la valeur de la concentration
en HB nécessaire au clivage de la chaine alpha différent de ceux obtenus par Boulard, (1989) et
présentés ci-dessus. Ceci est peut-Etre en relation avec le fait que les expériences de Boulard se
sont déroulées avec du sérum de bovin tandis que Baron a travaillé avec une protéine C3

purifiée. L’HB ne clive pas dans cette étude la chaine béta de C3.

1.2.2. Bilan

Les sérine-protéases HA et HB engendrent un clivage de la protéine C3 du complément
sur du sérum de bovins naifs : elles sont toutes les deux capables de cliver la chaine alpha de la
protéine. En revanche, seule I’HA semble en mesure de pouvoir cliver la chaine béta. De méme
la dégradation totale de la protéine n’est constatée qu’en présence de I’HA. Cette action est
dose-dépendante. Les concentrations en HA et HB lors des expériences reflétent les
concentrations in vivo auxquelles la protéine bovine C3 doit faire face lors d’infestation a
Hypoderma lineatum. Par conséquent, on met bien en évidence le role immunomodulateur des
hypodermines A et B par action sur le complément. C’est une stratégie du parasite pour
échapper aux réactions de défense de I’hdte notamment aux réponses immunitaires spécifiques
et non spécifiques. Cette dégradation de la protéine C3 entraine une diminution de la réponse
inflammatoire autour de la larve migrante qui peut ainsi échapper a la réponse immunitaire non
spécifique d’un hote non exposé antérieurement. Ce déficit de la réponse inflammatoire autour
de la larve en migration sur des bovins non exposés aux parasites avait déja était remarqué par
Nelson et Weintraub, (1972). Il faut également remarquer que dans chacune des expériences,

I’HC n’a montré aucune activité.
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1.3. Action sur la prolifération lymphocytaire

1.3.1. Facteurs immunologiques

a) Les mitogénes

Ce sont des substances qui activent les lymphocytes indépendamment de leur spécificité
pour I’antigeéne. Cette activation conduit a la différenciation et a la multiplication des cellules
immunocompétentes. En effet les mitogénes sont capables d’activer une cellule jusqu’a la
mitose. Au sein des mécanismes immunitaires, on les nomme aussi activateurs polyclonaux. Ils
sont produits par les lymphocytes T auxiliaires qui stimulent les LT dans le cadre de la
coopération LT-LB avec pour but I’activation des LB. On peut citer par exemple la

concanavaline A (Bach et Lesavre, 1991).

b) Les molécules membranaires

Sur les différentes cellules actrices de la réponse immunitaire sont localisés des
récepteurs membranaires. Parmi eux, on trouve des protéines appartenant au CMH I qui sont
localisées sur toutes les membranes des cellules nucléées, et des protéines appartenant au CMH
IT qui sont localisées uniquement aux lymphocytes, et aux cellules présentatrices d’antigene
dans le cas des cellules jouant un réle dans la réponse immunitaire. Ces cellules pourvues a leur
surface des molécules de classe I ou de classe II vont avoir pour rdle de présenter un antigene
remani¢ aux lymphocytes T et déclencher ainsi une réponse immunitaire spécifique. Si la
cellule de classe II présentatrice de 1’antigéne est un LB alors il y aura différenciation du LT en
Lta2 (Lymphocyte T auxiliaire 2) qui engendrera une multiplication des LB et leur
différenciation en plasmocytes, cellules sécrétrices des anticorps reconnaissant I’antigéne
présenté par les LB (Bach et Lesavre, 1991).

A la surface des LT sont localisés des antigénes de différenciation séparés en plusieurs
classes, par exemple CD4 pour Cluster of Differenciation de classe 4. Ces antigénes ont pour
certain d’entre eux un role bien défini : les CD4 et les CDS8 participent a la liaison entre les
cellules T et les protéines membranaires du complexe majeur d’histocompatibilité (classe I
pour CD8 et classe II pour CD4) impliquées dans la reconnaissance de 1’antigéne. D’autres

molécules telles que le CD2 sont responsables d’adhésion cellulaire et d’activation des LT
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indépendamment du récepteur T. Le CD18 réparti a la surface des leucocytes et des phagocytes

interagit quant a lui avec le récepteur du complément CR3 (Bach et Lesavre, 1991).

¢) L’interleukine 2 ou IL-2.

C’est une cytokine synthétisée principalement par les lymphocytes T auxiliaires (LTa).
Sa production nécessite I’intervention de deux signaux : le premier est I’antigéne lui-méme
présenté aux cellules T CD4+ productrices d’IL-2 en association avec les antigénes du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité de classe 11 (CMHII), le second est I'TL-1.

L’IL-2 induit la prolifération des cellules T (c’est un facteur de croissance des cellules T
activées) apres s’étre fixée sur un récepteur membranaire de forte affinité. L’expression du
récepteur de I’IL-2 a la surface des cellules T est transitoire et nécessite I’activation des cellules
par un antigene ou un mitogéne. Elle est aussi responsable de 1’induction de la production
d’autres cytokines, elle peut augmenter 1’activité des cellules NK (Natural Killer) et LAK
(Lymphokine Activated Killer). Elle a un role dans la prolifération des Lymphocytes B qui
présentent un récepteur pour I’IL-2 a leur surface et elle agit sur les monocytes et les
macrophages pour renforcer leur pouvoir de destruction des substances étrangeres ingérées

(Bach et Lesavre, 1991).

1.3.2. Inhibition de la prolifération lymphocytaire en réponse aux mitogenes

a) Chez Oestrus ovis

Les lymphocytes circulants ont été cultivés. Leur prolifération a été induite par addition
de concanavaline A. Les lymphocytes ont ensuite été stimulés avec les PES de chaque stade
larvaire a concentration croissante. Soixante-cinq heures post-stimulation, la prolifération
cellulaire a été mesurée a ’aide d’un kit colorimétrique mesurant la quantité de cellules viables
en prolifération. Les résultats montrent que les lymphocytes, provenant d’animaux indemnes
d’Oestrus ovis, ont proliféré en présence de Concanavaline A. La prolifération des cellules,
malgré la présence de concanavaline A, a été inhibée de 23% par les PES de L1 et de 16.4%
par les PES de L2. Les PES de L3 n’ont pas modifié la prolifération des lymphocytes induite

par la Concanavaline A (environ 3.8%) (Tabouret, 2001).
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b) Chez Hypoderma lineatum

Boulard et Chabaudie, (1992) ont réalisé¢ des expériences visant a évaluer 1’effet de
I’hypodermine A sur la réponse immunitaire cellulaire in vitro et in vivo. La prolifération
lymphocytaire bovine a ¢été stimulée avec les mitogenes phytohémagglutinine (PHA),
concanavaline A (ConA) et pokeweed mitogene (PWM) ou avec ’antigéne HA. In vivo,
I’administration de HA a été réalisée sur des bovins naifs et pré-infestés pour évaluer la
sensibilit¢ des lymphocytes périphériques sanguins aux antigénes et aux mitogeénes. Ils ont
observé une diminution de la prolifération des lymphocytes en réponse aux mitogenes sur les
bovins naifs comme sur les bovins immunisés. Cette activité inhibitrice a été constatée pendant
le temps d’administration de HA seulement. Ces résultats sont similaires avec ceux présentés
ci-dessus pour Oestrus ovis. En revanche, dans ce cas-ci, ’'HA a de plus engendrée une forte
inhibition de la prolifération lymphocytaire induite a la PHA, qui est un inducteur de la
prolifération des LT, in vivo et in vitro. Aprés induction au PWM, qui est un inducteur de la
prolifération des LB, et en contact avec I’HA, les lymphocytes ont proliféré. L’ensemble de ces
résultats montre que I’HA réduit de facon significative la réponse immunitaire spécifique et
empéche le développement des mécanismes de mémoires immunitaires.

Chabaudie et Boulard, (1993) ont montré in vitro et in vivo que I’hypodermine C ne

modifiait pas la réponse proliférative des lymphocytes de bovins, immunisé€s ou non.

¢) Chez Lucilia cuprina

Kerlin, (1993) a réalis¢ des expériences ou il a mis en évidence que les PES des larves de
Lucilia cuprina inhibaient significativement la prolifération des leucocytes sanguins
périphériques stimulés par des mitogenes in vitro. Les effets immunosuppresseurs des PES ont
¢galement été observés in vivo. Des moutons ont recu une injection de myoglobine simple ou
associée a des PES. On a mesuré les concentrations d’anticorps anti-myoglobine dans leur
sérum : ils se sont révélés tres faibles dans le cas des moutons ayant re¢u des PES par rapport a
ceux n’ayant recu qu’une injection seule de myoglobine. L’effet inhibiteur sur la prolifération
lymphocytaire est bien un mécanisme qui a lieu in vivo lors d’une infestation aux larves de

Lucilia cuprina. 11 facilite la survie du parasite en inhibant la réponse immunitaire de 1’hote.
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1.3.3. Action sur les molécules membranaires

a) Chez Oestrus ovis

L’inhibition de la prolifération lymphocytaire provoquée par les PES de L1 et L2,
pourrait étre le fait de I’activité des sé€rine-protéases contenues dans les PES sur I’expression
des marqueurs de surface lymphocytaires impliqués dans la prolifération de ces cellules comme

c’est le cas dans I’hypodermose (Moir¢ et al, 1997).

b) Chez Hypoderma lineatum

Moiré¢ et al, (1997) ont étudié les effets de I’HA sur les marqueurs cellulaires de surface
des lymphocytes bovins. Pour cela, ils ont utilis¢ des anticorps monoclonaux colorés
spécifiques des antigénes de différenciation des lymphocytes bovins. En présence de I’HA, la
coloration des anticorps anti-BoCD2 et CDS5 disparait totalement tandis que celle des anticorps
anti-BoCD4, CD8 et CD18 est seulement réduite. Ils ont ainsi mis en évidence le clivage a des
degrés différents des marqueurs cellulaires de surface des lymphocytes bovins par I’HA. Ces
résultats sont confirmés par les faits suivants : un traitement a la chaleur ou avec le PMSF qui
inhibe I’activité protéasique de I’HA permet de maintenir I’'intégrité de la structure des
antigeénes de surface. Cette action est réversible et la concentration en HA nécessaire est de 100
pg/ml.

Ainsi I’activité enzymatique de I’HA sur les marqueurs de surface des lymphocytes peut
étre impliquée dans I’inhibition de la prolifération lymphocytaire comme le laisse suggérer les
roles de ces derniers. Sans CD4 et CDS8, la reconnaissance de 1’antigéne présenté par les
cellules de classe I ou de classe II n’est plus possible et donc le développement des réponses

immunitaires a médiation cellulaire et humorale ¢galement.

¢) Chez Lucilia cuprina

Kerlin, (1993) a constaté que la suppression de la prolifération des leucocytes sanguins n’
¢tait pas due a des dégradations irréversibles puisque les cellules cultivées pendant 24 heures
avec de fortes concentrations en PES apparaissaient viables et que leur prolifération ne variait
pas apres un lavage et donc apres la disparition des PES. De plus la suppression induite par les

PES a pu étre surmontée en augmentant la concentration en mitogénes.
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D’autres expériences in vitro ont montré que 1’activité inhibitrice des PES était labile a la
chaleur et sensible aux traitements contenant de la trypsine. Il en ressort que les protéases
contenues dans les PES des larves sont sirement responsables de cette activité inhibitrice.

L’hypothese retenue serait que les molécules du complexe d’histocompatibilité de classe
IT seraient clivées par ces protéases. Il en résulterait, d’apres le réle de ces molécules évoqué
précédemment, une impossibilit¢ ou une diminution des présentations d’antigénes aux
lymphocytes T auxiliaires et donc une inhibition de la réaction immunitaire a médiation
cellulaire et également humorale, puisque ces lymphocytes participent a la différenciation des

Lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’anticorps.

1.3.4. Action sur la production d’IL-2

Nicolas-Gaulard et Moir¢, (1995) ont étudié I’influence de I’HA sur la production d’IL-2.
Ils ont observé que ’'HA réduisait de fagon importante la production d’IL-2 dans des cultures
de cellules mononucléaires sanguines périphériques bovines stimulées par la PHA. D’autre
part, en présence de I’indométhacine, qui est un inhibiteur de la synthése des prostaglandines,
I’effet immunosuppresseur de I’HA sur la prolifération des cellules mononucléaires disparait.
On observe également une augmentation de la concentration en prostaglandines PGE2
synthétisées par les macrophages au sein de cultures de cellules mononucléaires périphériques
ou de monocytes incubés avec de I’HA.

Il apparait d’apres ces résultats que ’HA entraine une diminution de la production d’IL-2
a travers une voie prostaglandine-dépendante. Cette action visant a diminuer la quantité d’IL-2
produite se répercute notamment sur la prolifération des lymphocytes T et des lymphocytes B
portant un récepteur a IL-2 ou I’IL-2 intervient de manicre conséquente.

Lors de ces expériences, ils ont aussi constaté que I’HA inhibait la prolifération des
cellules mononucléaires périphériques sanguines induite par la PHA et que cette inhibition était
meilleure lorsqu’on préincubait les cellules avec I’'HA avant I’activation par le mitogene. Cela
suggére que I’HA peut affecter I’engagement du lymphocyte dans le phénomene de

blastogenése pendant les stades précoces de son activation.
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1.4. Role immunosuppresseur de I’ammoniac

Guerrini, (1997) a montré que les larves de Lucilia cuprina excrétent du bicarbonate
d’ammonium (HCOs,, NH4") qui est immunosuppresseur. Sur douze moutons infestés, il a
observé une augmentation de la concentration en ammoniac jugulaire (NH3) de 3.5 a 5.6 fois
au-dessus des concentrations initiales avant infestation. Cette augmentation est corrélée avec
une augmentation du nombre de larves, une augmentation de la surface d’infestation, une mort
précoce, une neutropénie, une ¢osinopénie et une lymphocytopénie. On constate également une
trés forte diminution des globulines séreuses et une trés forte augmentation des neutrophiles
toxiques.

La neutropénie et 1’éosinopénie peuvent s’expliquer de la fagon suivante : les surrénales
ovines sont intensément activées par des augmentations trés légéres en ammoniac (Visek,
1984). Dans le cas d’une infestation aux larves de Lucilia cuprina, 1’augmentation en
ammoniac est trés importante comme nous venons juste de le souligner. Par conséquent
I’activation des surrénales sera exacerbée. Cette activation est en faite une réponse
physiologique et a pour conséquence une augmentation de syntheése du cortisol qui est
responsable d’une neutrophilie mature transitoire et d’une éosinopénie.

De plus, I’apparence des neutrophiles toxiques montre que 1’ammoniac agit directement
et de facon dommageable sur les cellules blanches ovines.

Il serait donc souhaitable de neutraliser I’ammoniac excrété par les larves dans I’optique

d’une immunisation efficace contre Lucilia cuprina.

1.5. Bilan

Les larves sont toutes capables d’inhiber la réponse immunitaire de I’hote et donc de
promouvoir leur développement. Cette inhibition est aussi bien dirigée contre la réponse
immunitaire non spécifique (c’est le cas des larves d’Hypoderma lineatum qui clivent la
protéine C3 du complément et ont donc une activité anti-inflammatoire), que contre la réponse
immunitaire spécifique qui fait intervenir les anticorps ou immunoglobulines et les
lymphocytes notamment. Dans ce dernier cas, chaque espece de larve est notamment capable
de cliver les IgG et d’inhiber la prolifération lymphocytaire. Il faut remarquer que seule
I’hypodermine A et I’hypodermine B ont une capacité anti-inflammatoire. L hypodermine C

n’a aucune activité immunomodulatrice du fait, en partie, de son activité collagénolytique.
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Les différentes stratégies employées par chacune des larves pour échapper a la réponse

immunitaire de 1’hote sont résumées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Propriétés immunomodulatrices des PES larvaires

Espéce considérée

Produits larvaires
excrétés

Mode d’action

Conséquence pour le
systéme immunitaire

Protéases a activité

Clivage d’IgG et IgA

Perte des fonctions
effectrices (ADCC,
opsonisation)

Oestrus ovis trypsique ?t Clivage des Inhibition de la
chypmotrypsique marqueurs de surface o
. prolifération des
cellulaire des lvmphocyt
lymphocytes ymphocytes
Inhibition de la
HA et HB Clivage de C3 réponse
inflammatoire
Perte des fonctions
Clivage d’ I1gG effectrices (ADCC,
opsonisation)
Diminution de la
. production d’IL-2
Hypoderma lineatum In vitro, altération de
HA la blastogénese des

lymphocytes dans les
stades précoces

Clivage des antigenes
de différenciation

Inhibition de la
prolifération des
lymphocytes

Lucilia cuprina

Protéases a activité

trypsique et
chypmotrypsique

CD2, CD4, CD5
CDS, CD18
Perte des fonctions
Clivage d’1gG effectrices (ADCC,
Opsonisation)

Clivage des antigenes

Inhibition de la
prolifération des

Ammoniac sous
forme non ionisé

(NH3)

du CMH II
lymphocytes
Activation des Reductlog des
neutrophiles,

surrénales, sécrétion
de cortisol
Dégradation des
cellules blanches

¢osinophiles et
lymphocytes matures,
augmentation des
neutrophiles toxiques
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I1.2. Nutrition des larves

2.1. Modalité de la digestion

2.1.1. Activité protéasique des PES sur les protéines disponibles

L’albumine plasmatique est la principale protéine dégradée par les protéases des PES des
larves.

Tabouret, (1998) a mené des travaux sur ’activité protéasique des PES des larves
d’Oestrus ovis sur I’albumine plasmatique d’origine bovine en la mettant en contact avec les
PES puis en analysant les protéines obtenues par électrophorése en SDS-PAGE. La solution
d’albumine témoin présentait un profil électrophorétique avec une bande de 70 kDa tres
marquée. Aprés contact de 12 heures avec les PES de L1, elle était Iégerement atténuée et a
disparu totalement aprés 12 heures de contact avec les PES de L3. Ces résultats montrent que
les larves clivent 1’albumine et tout particuliecrement les L3 qui accumulent les réserves
énergétiques. Les PES exercent donc une activité protéasique sur des protéines plasmatiques
telles que I’albumine, et probablement sur des protéines tissulaires.

Tabouret, (2001) a aussi montré in vitro I’activité collagénolytique des PES des larves
d’Oestrus ovis sur le collagéne de type I et le collagene de type IV. Ainsi ces derniers seraient
capables de dégrader les constituants de la matrice extracellulaire (collagéne de type I) et de la
lame basale de I’épithélium (collagéne de type 1IV).

Par ailleurs, 1’abondance du mucus dans les cavités nasales représente également pour les
larves d’Oestrus ovis une autre source alimentaire rapidement accessible et durable (Tabouret,
2001).

Pruett, (1993) a mis en évidence que I’'HA pouvait aussi cliver in vitro I’albumine
d’origine bovine bien qu’elle ne soit pas totalement dégradée. L’hémoglobine, la
thyroglobuline et le fibrinogéne tous d’origine bovine sont aussi dégradés par ’HA. Mais
contrairement a I’albumine, leur dégradation est compléte.

Les larves de Lucilia cuprina possédent la méme activité enzymatique. En effet, O’Meara
et al., (1992) ont observé la dégradation de I’albumine par les enzymes larvaires 12 heures
apres I’infestation. Des produits de dégradation du fibrinogeéne sont aussi visibles. Ces résultats
sont complétés par Young et al., (1996). IIs ont montré que dés que la larve L1 était en contact

avec la peau, elle commengait a se nourrir et a extraire les nutriments de I’environnement pour
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sécréter des molécules visant a augmenter la taille de la plaie et donc permettre la survie de la
larve. La dégradation des composants majeurs de la zone cutanée comme 1’albumine est
observée 6 heures apres 1’éclosion.

Les protéases des PES larvaires sont donc capables de dégrader les protéines
plasmatiques disponibles dans leur environnement immédiat ou bien des molécules telles que le

collagene afin de débuter le processus de nutrition des larves.

2.1.2. Digestion extra-intestinale

Dans chacune des trois myiases larvaires ¢tudiées, la digestion commence de maniére
extra-intestinale. Les protéases excrétées avec les PES dégradent les protéines plasmatiques
disponibles comme 1’albumine dans leur environnement immédiat, puis la digestion est
achevée dans I’intestin larvaire.

Nous venons de voir que les protéases contenues dans les PES des larves d’Oestrus ovis
¢taient capables de dégrader I’albumine plasmatique en position extra-larvaire (Tabouret,
2001).

De méme, Boulard, (1975) a montré que les larves L1 d’Hypoderma lineatum
régurgitaient les enzymes digestives intestinales et salivaires sur les tissus conjonctifs
environnants montrant bien que la digestion commence de manicre extra-intestinale.

Casu et al., (1994) ont mis en évidence I’importance des protéases a activités
chymotrypsique et trypsique excrétées/sécrétées par les larves de Lucilia cuprina en mettant en
présence in vitro ces derni¢res avec des inhibiteurs de sérine-protéases inhibant a la fois ces
deux activités. Les résultats montrent que la croissance et le développement larvaires sont
inhibés. Si on augmente de facon trés importante la concentration de I’inhibiteur, on constate
méme une mortalité larvaire. Ces protéases appartenant aux PES ont donc un rdle prépondérant
dans la nutrition et dans le processus digestif intestinal des larves. Elles permettent une
digestion extra-intestinale des protéines plasmatiques qui une fois inhibée peut aller jusqu’a la
mort de la larve.

Une particularité dans le processus digestif est propre a la larve L1 d’ Hypoderma
lineatum. Boulard, (1969) a montré que pendant leur migration, les larves L1 réingurgitent
partiellement les enzymes et les tissus dégradés (principalement du tissus conjonctif) et les
stockent dans leur intestin qui est cloisonné dans sa partie terminale et qui constitue ainsi un

réservoir. Aprés 8 mois d’accumulation, les enzymes et les produits dégradés sont ensuite
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excrétés pendant la premiére mue a travers une ouverture de I’intestin pendant le stade L2

jeune.

2.2. Maintien d’un apport constant en nutriments

Il est important pour les larves d’avoir un apport de nutriments régulier et en grande
quantité¢ pendant le déroulement du cycle larvaire. Cela se traduit par la mise en place de

stratégie visant a obtenir des sources nutritives constantes et importantes

2.2.1. Role du monoxyde d’azote (NO) dans la nutrition des larves d’cestre.

a) Propriétés du NO

Il est sécrété par les macrophages en tant que produit toxique pour détruire des agents
étrangers de grande taille tels que les parasites. Sa synthése est catalysée par les NO
synthétases, présentes sous forme inductible dans les macrophages. Le NO est toxique car il
agit sur des enzymes clés du métabolisme du parasite : les molécules possédant un noyau fer-
soufre (enzyme du cycle de Krebs), la chaine mitochondriale de transport d’électrons ou encore

la ribonucléotide réductase impliquée dans la synthese d’ADN (Clarck et Rockett, 1996).

b) Mise en évidence de I’effet modulateur de la sécrétion de NO par les PES
(Tabouret, 1998).

On a utilisé des macrophages ovins et des macrophages murins tumoraux (RAW)
stimulés soit par des PES de L1, L2, L3, soit par des antigénes bruts de L1, L2, L3. La
production de NO est suivie par les teneurs en nitrites qui la refléte. Ces derniers sont mesurés
par la méthode de Griess.

La nature des fractions actives sur la sécrétion de NO, la concentration minimale active
(CMA), I’exploration de la voie d’activation et I’effet potentialisateur de I’interféron gamma
(INFy) sont également recherchés. L’INFy est une cytokine qui active les mécanismes
effecteurs du macrophage, et en particulier, la sécrétion de NO. Cet effet stimulateur est
fortement augmenté quand les antigénes bactériens (LPS) sont associés a I'INFy. L’étude a
donc eu pour but de voir si I’association antigéne E/S d’Oestrus ovis et INFy avait les mémes

effets inducteurs de NO sur le macrophage.
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Le dosage des nitrites a montré que les PES d’Oestrus ovis ont un effet inducteur de la
production de NO par le macrophage murin de la lignée RAW, I’antigéne brut de L1 semble au
contraire I’inhiber. L’effet sur les macrophages ovins est semblable a celui obtenu sur les
macrophages murins : la production de nitrite est augmentée particuliecrement avec les PES de
L1. L’effet des PES de larves d’Oestrus ovis sur la sécrétion de NO par le macrophage se
vérifie sur un matériel cellulaire d’origine ovine.

Si on stimule les macrophages avec des PES mis en contact avec de la trypsine, on
constate une diminution de la production de NO. La diminution s’accentue quand on augmente
la concentration de trypsine. De méme, la chaleur entraine une diminution de la concentration
en nitrites et donc une perte d’activit¢ des PES. La fraction des PES responsable de la
modulation de la sécrétion de NO est donc trés certainement de nature protéique.

La concentration minimale active trouvée est inférieure a 1pug/ml de PES de L1 (qui sont
les plus actifs). De plus, il a été constaté que la stimulation engendrée par les PES n’est pas
proportionnelle a leur concentration. On a également observé que 1’induction de la sécrétion de
NO par les PES se faisait vraisemblablement par 1’activation de la NO synthase inductible qui
catalyse I’hydroxylation de la L-arginine permettant I’obtention du NO. Le mode d’action de
I’activation de la NO synthase n’a pas été évoqué.

De plus I’effet potentialisateur de I’'INFy par les PES est supérieur a celui des LPS.
L’analyse par électrophorése SDS-PAGE en conditions réductrices des PES stimulant la
production de NO a révélé 5 bandes de protéines majeures, communes aux trois stades
larvaires : une voisine de 81 kDa, deux moins marquées d’environ 60 kDa et deux tres

marquées pour les stades L2 et L3 de 35 et 25 kDa.

¢) Conséquences pour la nutrition larvaire

La stimulation de la sécrétion de NO par les PES des trois stades larvaires est un
phénoméne surprenant et difficilement explicable dans I’état actuel des connaissances, puisque
le NO est un gaz toxique favorisant I’¢limination des parasites. L’hypothése serait que la
stimulation de la sécrétion de NO joue un role dans la nutrition larvaire. En effet, le NO est un
médiateur physiologique de I’inflammation actif sur les cellules et les tissus de 1’hote. Le NO
peut altérer les fonctions physiologiques du tissu inflammé. Il provoque ainsi un relachement
des muscles lisses des vaisseaux sanguins entrainant une vasodilatation et une augmentation de
la perméabilité¢ vasculaire. Ce phénomene facilite la fuite hors du compartiment sanguin de

protéines plasmatiques, dont les larves d’Oestrus ovis se nourrissent. Ainsi, 1I’induction de la
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sécrétion de NO permet ’entretien d’une réaction inflammatoire qui assure aux larves un

apport constant en protéines plasmatiques (Tabouret, 1998).

2.2.2. Role de la formation de I’exsudat pour les larves de Lucilia cuprina

a) Formation de I’exsudat

Bowles et al., (1988) ont mis en évidence au sein des PES des larves de Lucilia cuprina
une enzyme capable de dégrader les fibrilles de collagéne de type 1 de moutons. Les activités
conjuguées de la collagénase et des protéases permettent la digestion de composants cutanés
contribuant ainsi a la formation de 1ésions et a la production d’un exsudat.

L’exsudat est une exfoliation de I’épiderme qui ameéne a 1’exposition du derme. Le
premier signe clinique associé a la myiase est la fuite de quantité importante d’exsudats sur la
peau et sur la laine (Sandeman et al., 1987).

Sandeman et al, (1995) ont montré que cette fuite des protéines plasmatiques au sein de
I’exsudat commengait six heures aprés I’infestation et était bien établie au bout de douze
heures. Durant cette période, 1’exsudat résulte de 1’action de médiateurs de I’inflammation
causant la transsudation des capillaires cutanés et des activités enzymatiques des PES comme
décrit ci-dessus. Dans les douze heures suivantes, les fuites exsudatives ne cessent d’augmenter
en relation avec les besoins croissants des larves. La formation de I’exsudat vingt-quatre heures

apres le début de I’infestation est le résultat de microhémorragies.

b) L’exsudat : une source de protéines

O’Meara et al ., (1992) ont constaté que la réponse inflammatoire était plus importante
dans les étapes précoces de I’infection quand les dommages physiques étaient peu importants.
L’analyse de I’exsudat a montré qu’il contenait une grande quantit¢ d’albumine séreuse,
d’immunoglobulines, de fibrinogene et d’autres protéines séreuses. Il constitue donc une source
principale de nutriments pour la larve de Lucilia cuprina riche en protéines plasmatiques et de

nature variée.
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I1.3. Facilitation de I’établissement larvaire

3.1. Chez Oestrus ovis

a) Activité mucolytique des PES

Tabouret, (2001) a incubé une mucine d’origine bovine avec les PES puis a analysé les
résultats par SDS-PAGE. La mucine est dégradée partiellement par les PES en de petits
fragments plus facilement ingérables par les larves. Cette dégradation de la mucine se traduit
trés certainement par une modification des propriétés physico-chimiques du gel de mucus
recouvrant et protégeant 1’épithélium. Chez 1’animal infesté, I’hypersécrétion de mucus fait
encourir aux larves, surtout aux L1, deux risques majeurs si elles sont piégées dans le mucus :
elles risquent d’étre expulsées prématurément dans 1’écoulement muqueux et elles sont
exposées a l’asphyxie par obstruction de leurs plaques stigmatiques par le mucus. Ceci
expliquerait I’activité mucolytique permettant aux larves d’évoluer dans le mucus sans y rester
piégées en dégradant la mucine, le composant majeur du mucus. C’est donc une activité qui

facilite I’établissement larvaire.

b) Protection du NO contre les bactéries

Tabouret (1998) a étudié le réle du NO sur la prolifération bactérienne au sein de la
muqueuse nasale parasitée. Des contaminations bactériennes surviennent fréquemment a la
surface des muqueuses nasales, or les larves vivant au contact de cette muqueuse s’y
nourrissent et y muent. Nous avons vu précédemment que les PES des trois stades larvaires
¢taient capables de stimuler la production de NO. On peut donc envisager que la stimulation de
la sécrétion de NO, qui est un gaz toxique, aide au contrdle de la prolifération bactérienne au

sein de I’habitat du parasite et participe ainsi au maintien des larves dans les cavités nasales.

3.2. Role de LCTb chez Lucilia cuprina

Casu et al. (1994) ont montré que la séquence en acides o aminés de LCTb avait

beaucoup de similarit¢ avec celle des sérine-protéases dont I’ hypodermine C a activité
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collagénolytique d’ Hypoderma lineatum. LCTb doit donc dégrader le collagéne et ainsi
faciliter I’établissement de la larve de Lucilia cuprina dans les tissus cutanés du moutons.

Casu et al. (1996) ont mis en évidence que cette protéase digére les protéines des tissus
de la peau ou les nutriments se trouvent, et permet ainsi a la téte des larves de pénétrer dans le
derme. Nous avons vu dans la premiére partie que cette enzyme n’était pas retrouvée dans les
stades pupe et adulte. Cela est en accord avec le fait que LCTb soit impliquée dans
I’établissement larvaire de la myiase. Quant au stade adulte, les besoins en protéases diminuent
car le régime alimentaire évolue et la part de « grosses protéines » a digérer diminue. Par
contre, elle est présente dans le stade oeuf pour étre disponible dés I’éclosion en vue de faciliter
I’établissement larvaire et d’apporter les nutriments a la nouvelle larve le plus rapidement

possible.

I1.4. Migration larvaire

4.1. Chez Hypoderma lineatum

Boulard (1975) a étudié les ¢léments lysés du tissu conjonctif suite a la migration de la
larve L1 pendant 8 mois et la réaction inflammatoire causée par L1. Il a mis en évidence des
processus de dégradation tissulaire engendrés par la présence d’enzymes a activité
collagénolytique principalement (I’"HC), qui concourent a faciliter la migration de la larve qui
s’effectue a la vitesse de 1 a 2 cm par jour.

Boulard et al. (1978) montrent que la larve L1 apres éclosion pénétre activement par
I’épiderme et entreprend une migration de 8 mois dans le tissu conjonctif intermusculaire pour
atteindre le tissu sous cutané dorsolombaire. Au cours de cette migration, la L1 sécréte et
excrete des PES dont I’hypodermine C, qui, comme nous 1’avons vu précédemment, a une
activité collagénase. Ainsi cette dernicre facilite la migration de la larve au travers des fibres de

collagene en les lysant, et lui permet d’ingérer les fragments pour sa nutrition.

4.2. Chez Lucilia cuprina

Sandeman et al., (1990) ont mis en évidence une activité collagénolytique. L activité des
PES avec le substrat SALNA montre une activité ¢lastase au sein des PES. De méme, 1’activité

des PES sur le substrat VALNA montre une activité plasmine dans les PES. Ces trois activités
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conjuguées révelent un role primaire des PES dans la dégradation cutanée. L’activité plasmine
est aussi responsable d’une perte de ’adhésion cellulaire épidermique. L’ensemble de ces
activités concoure a la formation des plaies myiasiques qui favorisent la migration larvaire dans

le derme.

I1.5. Les lésions induites

5.1. Chez Oestrus ovis

a) Description des lésions

Les remaniements histologiques et les altérations de la muqueuse, consécutives a
I’infestation, ont été appréciés sur coupes colorées a 1’hémalun-€osine. Les prélévements de
muqueuse septale et sinusale, conservés dans 1’osmium, ont été examinés en microscopie
¢lectronique a transmission. Les résultats montrent que c’est au niveau de la muqueuse sinusale
que les modifications et les altérations histologiques sont les plus importantes. L’épithélium
sain est cylindrique, cili¢ et pseudo-stratifi¢ (Tabouret, 2001). Apres infestation, ce dernier
présentait une hyperplasie marquée (constatée macroscopiquement a 1’abattage) ainsi qu’une
métaplasie (dédifférenciation puis redifférenciation en ¢épithélium de type Malpighien)
modérée. Ces observations ont été confirmées par le grand nombre de cellules épithéliales
marquées par 1’anticorps anti-KI167, marqueur de prolifération. Une forte abrasion du film
muco-ciliaire a été observée. En outre, le nombre de cellules caliciformes est réduit chez les
animaux infestés. La lamina propria présentait de nombreuses irrégularités et par endroit un
affaissement. Au niveau du chorion, un oedéme diffus a été observé. Une diapédése trans-
épithéliale de polynucléaires €osinophiles marquée a été¢ constatée chez les animaux infestés.
Les observations en microscopie électronique ont montré au niveau de 1’épithélium de la
mugqueuse sinusale, une disjonction des cellules épithéliales, avec perte des jonctions serrées.
La lame basale n’était plus observable et le nombre de cils réduit. Au niveau du septum, les
cellules épithéliales étaient granuleuses, présentant des images suggérant une souffrance

cellulaire importante (Tabouret, 2001).
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b) Facteurs lésionnels

Comme la majorité¢ des remaniements histologiques et des lésions ont été observés au
niveau de la muqueuse sinusale, on peut faire I’hypothése que les larves L3 sont les larves les
plus pathogenes. En effet, la muqueuse sinusale est le lieu de localisation des L3. De plus ces
observations peuvent traduire une relation entre la taille des Iésions et la quantité de nutriments
nécessaires au stade L3. L’¢tude en microscopie électronique semble montrer que les
altérations de la muqueuse, notamment la rupture de la barriere épithéliale, soit le fait des
protéases précédemment identifiées. Ces observations supportent le fait que les PES diffusent
largement dans la muqueuse et ainsi entrent en contact avec les cellules immunitaires recrutées
localement. Cependant, il est difficile d’attribuer la totalit¢é de ces modifications et de ces
altérations de la muqueuse a la seule présence des larves. Les modifications histologiques
constatées peuvent aussi provenir de la libération de médiateurs pro-inflammatoires produits
par les macrophages et les lymphocytes activés par les PES. Le NO est un médiateur pro-
inflammatoire possédant a forte concentration un effet toxique pour les tissus environnants, ce
qui pourrait expliquer partiellement les altérations constatées sur la muqueuse sinusale (Laskin
et al., 1994).

Le TNFa, dont le géne est induit par les PES, peut étre lui aussi impliqué dans les
altérations observées : en effet il augmente la perméabilité vasculaire, provoque de I’cedéme et
favorise I’infiltration cellulaire dans les tissus (Cavaillon, 1996).

Les lésions induites sur la muqueuse respiratoire notamment au niveau sinusal
apparaissent comme étre d’une part la conséquence de 1’activité des protéases contenues dans
les PES et d’autre part comme étre la résultante de la réponse inflammatoire consécutive a

I’infestation parasitaire.

5.2. Chez Hypoderma lineatum

a) Description des lésions

Boulard, (1975) a étudié les ¢léments lysés du tissus conjonctif suite a la migration de la
larve L1 pendant 8 mois et la réaction inflammatoire causée par L1. L’examen histologique des
tissus parasités montre une trés forte réaction inflammatoire ainsi qu’une importante
modification structurale. A partir de la larve on peut définir trois zones : une zone pré-larvaire

en avant de la larve, une zone péri-larvaire autour de la larve et une zone post-larvaire a
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I’arriére de la larve. Ces trois zones sont concentriques et correspondent aux trois étapes de
désagrégation des structures tissulaires larvaires.

Dans la zone pré-larvaire, on est au premier stade d’une réaction inflammatoire. Il n’y a
pas de lyse cellulaire ou tissulaire. On constate une vasodilatation importante et une forte
infiltration leucocytaire. Ceci correspond a un phénoméne vasculaire sanguin. La structure
fibrillaire (€lastine et collagéne), la substance fondamentale et les fibroblastes ont les mémes
affinités tinctoriales que les tissus sains.

Dans la zone péri-larvaire on peut distinguer trois couches. La couche A est la plus

externe : aucun élément n’est lysé mais les tissus cedémateux perdent leurs caractéristiques
structurales fondamentales. Les fibres de collagene sont distendues et dissociées et ne sont plus
disposées en faisceaux compacts. Les tissus sont envahis de monocytes, neutrophiles,
¢osinophiles.
La couche B subit une dégradation de toutes les structures fibreuses et une modification des
affinités tinctoriales de la substance fondamentale. En périphérie, les fibres de collageéne se
distendent, se clivent, perdent de leur densité¢ et finissent par se séparer en fibrilles. Les
filaments sont orientés dans le sens de déplacement de progression de la larve. Les fibres
¢lastiques sont également plus courtes, plus épaisses et se clivent pour devenir plus
contournées. La structure des parois vasculaires se modifie aussi.

La couche C est la plus interne. C’est 1’étape ultime de dégradation des éléments
tissulaires précédents. La régression des fragments de collagéne améne a une forme
filamenteuse. C’est une matrice amorphe qui prend la place. On peut remarquer également une
altération trés marquée des fibres élastiques.

Dans la zone post-larvaire, on voit la méme destruction cellulaire a part que le
phénoméne de cicatrisation a commencé. Il reste une matrice amorphe avec quelques
macrophages et quelques cellules géantes. La ou il y a une prolifération de fibroblastes, il y a
un processus de cicatrisation avec la formation de nouveaux vaisseaux entourés de collagene.

Pancera et al., (1993) ont confirmé les observations ci-dessus. Ils ont constaté que les
larves L1 migrantes sont la cause de 1ésions inflammatoires dans les tissus conjonctifs du
médiastinum, de la plévre viscérale et pariétale, du péritoine, du diaphragme et des poumons.
Les lésions sont caractérisées par des foyers d’cedémes gélatineux verdatres et jaunatres.
Microscopiquement, les tissus cedématiés sont infiltrés par des €osinophiles. Les 1ésions sont
reconnues pendant une période de plusieurs semaines qui correspond au rythme du cycle

biologique de la larve.
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b) Facteurs lésionnels

Ces destructurations progressives ne peuvent pas étre dues aux appareils buccaux de la
larve et par conséquent, ils résultent aussi de 1’intervention d’enzymes contenues dans les PES
larvaires. Ceci est surtout visible pour le collagéne qui passe d’un état structuré et polymérisé a
un ¢état dégradé et amorphe suggérant méme I’intervention de plusieurs enzymes. Notamment
dans la couche B de la zone péri-larvaire, ou les modifications des fibrilles de collagéne tant en
longueur qu’en diamétre et la désintégration totale dans la substance amorphe environnante
sont probablement dues a 1’action conjointe de collagénase et de peptidase.

Il a été¢ remarqué aussi que la présence de la larve inhibait en partie la formation de
fibrine dans ce foyer inflammatoire. Le réseau de fibrine sert de support aux fibroblastes venant
sécréter les nouveaux éléments qui reconstitueront le tissu.

Le role détersif des enzymes larvaires est tel qu’il ne persiste, sur le passage de la larve,
aucune trace de corps d’origine larvaire ou tissulaire susceptible de créer un foyer
inflammatoire chronique. Le passage de la larve a travers les tissus de 1’hdte favorise une

régénération rapide des tissus sur un terrain libéré de tout débris tissulaire.

5.3. Chez Lucilia cuprina

a) Description des lésions

Sandeman et al., (1987) ont observé sous un microscope ¢lectronique a balayage
I’évolution des lésions cutanées d’un mouton soumis a une infestation larvaire de Lucilia
cuprina. L’inflammation correspond a un gonflement de la peau principalement autour des
follicules laineux qui deviennent plus profonds et plus larges. On note également un
changement de la structure cutanée avec une perte graduelle de débris cutanés et une
augmentation de la kératinisation des cellules épithéliales squameuses de la laine adjacentes a
la peau.

Sur la surface cutanée propre, les dommages sont vus 8 heures aprés 1’implantation
larvaire. Jusqu’aux premieres 24 heures, ces altérations concernent surtout la couche
épidermique superficielle tandis que la membrane basale est intacte avec quelques

interruptions. Aprés 24 heures, des surfaces importantes de cellules épidermiques sont
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manquantes, la membrane basale est atteinte, on voit le derme. L’architecture normale de la
peau est détruite.

A 48 heures post-infestation, 1’épiderme et la membrane basale sont complétement
détruits engendrant 1’exposition du derme. Ce dernier subit alors des dégradations : on constate
que des surfaces dermiques sont manquantes. De plus beaucoup de follicules laineux sont
aggrandis.

Aprés 72 heures, la larve a pénétré profondément dans le derme. On peut observer un
gonflement trés important du tissu dermique et la présence d’importantes cavités.

Des surfaces de fibres laineuses ont disparu 48 heures apres la rupture de 1’architecture
normale de la peau. Au fort grossissement le réseau dermique de collagéne est visible et on

peut voir une rupture mécanique a quelques endroits.

b) Facteurs lésionnels

Sandeman et al., (1987) observent que les larves L1 ne posseédent pas de crochets
buccaux mais ont des rangées d’épines dans la cavité buccale qui abrasent les couches
cellulaires les plus externes de la peau. Les larves L2 et L3 possédent elles des crochets
buccaux trés importants qui permettent de dégrader la surface de la peau et des enzymes
protéolytiques capables de dégrader les protéines cutanées.

Les dommages observés entre 8 heures et 24 heures sont causés par les larves L1. C’est
ce stade qui est le plus représenté. Ainsi les 1ésions constatées sont dues aux rangées d’épines
buccales des larves L1 mais aussi a I’action des protéases contenues dans les PES larvaires
notamment la collagénase qui engendre les ruptures mécaniques observées.

Les dégats cutanés plus importants subis par la suite sont I’ceuvre des larves L2 et L3.
Ces derniéres possédent de grosses mandibules qui permettent une rupture plus conséquente de
I’intégrité cutanée et donc une meilleure pénétration des PES dans le derme notamment.

L’inflammation consécutive a la formation de 1’exsudat dans la plaie doit également

induire ces Iésions mais il manque des références précises a ce sujet.
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I1.6. Bilan général

Les protéases sont les composés majoritaires des PES. Elles interviennent de fagon
prépondérantes sur le développement larvaire. Elles permettent un apport constant en
nutriments aux larves par le développement d’une réponse immunitaire principalement de type
inflammatoire chez 1’hdte parasité. Chez Oestrus ovis, les PES entrainent la sécrétion de NO
qui un médiateur de l’inflammation. Une deuxiéme source de protéines est également
disponible pour les larves d’cestres : le mucus des cavités nasales. Chez Lucilia cuprina, ce sont
les collagénases qui permettent la formation d’un exsudat qui constitue la source de protéines.

Ces protéases permettent de digérer les protéines nécessaires a la croissance larvaire.
Dans chacune des trois myiases, 1’albumine est dégradée ainsi que le collagéne.

Elles facilitent I’établissement larvaire : chez Oestrus ovis, elles dégradent le mucus et
protégent donc les larves d’une asphyxie voire d’une expulsion hors des cavités. En ce qui
concerne Lucilia cuprina, la dégradation du collagene par la protéase LCTb permet aux larves
d’accéder aux dermes.

Les protéases sont responsables de la migration larvaire. Ce rdle est assuré dans le cycle
d’Hypoderma lineatum par I’HC qui dégrade le collagéne et permet ainsi la migration de L1.
Cette activité collagénolytique se retrouve également avec les protéases excrétées/sécrétées par
les larves de Lucilia cuprina.

Enfin les protéases ont un réle immunomodulateur. En effet, la réponse immunitaire
permet aux larves de se nourrir mais représente également un danger auxquelles elles doivent
faire face. Ainsi les protéases assurent un réle de protection vis & vis du systéme immunitaire
de I’hote. Toutes les protéases des trois myiases considérées sont capables de cliver les IgG. On
retrouve également dans toutes ces myiases une action sur les molécules membranaires des
cellules immunitaires. De plus, les protéases d’Hypoderma lineatum sont capables de cliver la
protéines C3 du complément et donc d’avoir un effet anti-inflammatoire. Elles entrainent aussi
une baisse de la production d’IL-2. Les larves de Lucilia cuprina excrétent de I’ammoniac qui
est lui aussi immunosuppresseur, ce qui est spécifique a cette myiase.

Le schéma de la figure 8 résume les différents roles des PES et plus particuliérement

ceux des protéases au sein du développement larvaire.
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Figure 8 : Bilan : Roéles des PES dans le développement larvaire.
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I11. PES et perspectives vaccinales

La caractérisation des PES des différentes larves et leur implication majeure au sein du
développement larvaire conduit a tester leur efficacité en tant que vaccins. Ces perspectives

vaccinales sont basées sur le développement d’une immunité naturelle chez 1’hdte infesté.

II1.1. Développement d’une immunité naturelle

La vaccination contre les Diptéres vecteurs de myiase peut étre une alternative
intéressante. In vivo et in vitro, plusieurs arguments indiquent qu’un contréle immunologique

des populations larvaires est envisageable.

a) Chez Oestrus ovis

Des ¢études épidémiologiques ont montré que les intensités des infestations sont moins
importantes chez les brebis que chez les agneaux dans les conditions naturelles (Yilma, 1992) :
cela semble indiquer la présence d’un phénomeéne immunitaire de contrdle des populations
larvaires qui s’installe avec les réinfestations.

Les travaux de Yilma et Dorchies (1993) montrent que le taux d’installation des L1 apres
inoculation expérimentale a des agneaux « neufs » est de 28% aprés infestation unique : cela
suggere qu’il existe un mécanisme qui élimine une partie de la population larvaire implantée.
De plus lorsque les infestations sont répétitives, le pourcentage d’installation chute a 10% en
moyenne ce qui montre bien que les infestations répétées stimulent un mécanisme effecteur de
I’immunité capable d’éliminer les L1.

Marchenko et Marchenko, (1989) ont démontré qu’un traitement immunosuppresseur
favorisait I’installation des larves et leur survie, preuve supplémentaire qu’il existe bien une

composante immunologique dans le contrdle des populations larvaires.
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b) Chez Hypoderma lineatum

Le développement d’une immunité en réponse a I’infestation d’Hypoderma lineatum a
¢été envisagée par le développement d’une résistance observée sur les bovins ayant subi des
infestations préalables. Gingrich, (1980) a mis en évidence 1’acquisition de cette résistance
contre Hypoderma lineatum. Cette résistance est innée chez les jeunes bovins, puis elle
diminue avec 1’age au profit d’une résistance acquise. Des travaux réalisés par Pruett et Kunz,
(1996) ont montré que la résistance a Hypoderma lineatum était acquise chez les bovins apres
au moins trois infestations.

L’immunité acquise a été étudiée pour déterminer 1’influence des deux types de réaction
immunitaire sur la résistance des bovins. Gingrich, (1982) a comparé la réponse cellulaire et
humorale sur des bovins non infestés et des bovins antérieurement infestés aprés une seule
exposition expérimentale. Il a trouvé aucune corrélation entre le développement des anticorps
humoraux et la résistance du bovin. En revanche, le bovin le plus résistant avait 1’activité
macrophagique la plus élevée. Les résultats montrent que la résistance acquise a I’hypodermose
repose plus sur une immunité a médiation cellulaire que sur une immunit¢é a médiation
humorale.

Baron et Weintraub, (1987) ont poursuivi ces travaux. Ils ont exposé des bovins a trois
infestations consécutives, dans le but d’étudier le role de la réponse a médiation cellulaire dans
le développement de la résistance a Hypoderma lineatum. Ils ont observé une réduction
significative de la population larvaire sur ces bovins qui ont d’autre part « produit»
significativement moins de larves de varron par rapport aux animaux exposés pour la premiere
fois. De plus, les bovins résistants réagissent mieux a I’action des mitogenes lors des
réinfestations ce qui montre une capacité fonctionnelle accrue de leur systéme immunitaire.
Ces résultats montrent que la résistance acquise a I’hypodermose repose sur une base cellulaire
mettant en jeu la participation a la fois des cellules B et des cellules T.

Chabaudie et al., (1991) ont également confirmé ces résultats. Ils ont montré que les
anticorps anti-L1 d’Hypoderma lineatum d’origine humorale conféraient peu de protection aux
bovins. Ainsi 'immunité humorale a un rdle trés mineur a jouer dans I’acquisition de la
résistance aprés les réinfestations a Hypoderma lineatum au contraire de I'immunité a
médiation cellulaire.

De méme Fischer ef al., (1991) ont montré qu’en infestant des bovins avec ’'HA ou ’'HA

dénaturée par SDS, une réponse en lymphocyte spécifique de HA s’était développée.
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Ainsi, les résistances acquises sur les bovins subissant plusieurs infestations laissent
transparaitre le développement d’une réponse immunitaire a médiation cellulaire, pour faire

face a ’infestation des larves.

¢) Chez Lucilia cuprina

Comme pour Hypoderma lineatum et Oestrus ovis, les moutons infestés par les larves de
Lucilia cuprina sont capables de développer une résistance. En effet, Sandeman et al., (1985)
ont montré que les moutons pouvaient devenir réfractaires a 1’installation larvaire aprés des
infestations répétées. Cette résistance est donc un phénomene inductible qui nécessite au
minimum 4 infestations (Sandeman et al., 1986). Ces travaux ont été confirmés par Eiseman et
al., (1990) qui ont obtenu des moutons résistants au bout de 7 a 8 infestations. En outre, ces
moutons développent aussi une meilleure sensibilité aux larves et a leurs produits. Cette
réponse résulte de I’apparition d’un exsudat séreux qui permet 1’acces de facteurs d’inhibition
au site d’infection a un moment précoce, lorsque L1 et L2 sont présentes et présumées
vulnérables (Sandeman ef al., 1986).

Cette observation est en accord avec les travaux d’O’Donnell et al., (1981), qui ont
constaté in vitro qu’un mélange de sérum provenant de moutons immunisés réduisaient
significativement la survie des larves, ce qui souligne I’importance d’une immunité humorale
dans I’acquisition d’une résistance a 1’égard du parasite.

De plus, ’expérience réalisée par Sandeman et al., (1992) étaye les informations sur la
résistance. Les moutons infestés répétitivement a 2 semaines d’intervalle avec 500 L1
développent une résistance partielle aux injections apres 5 infestations. Mais cette résistance ne
dure pas plus de 3 infestations. Ils ont ainsi mis en évidence que la résistance a Lucilia cuprina
peut se développer apres des infestations répétées mais qu’elle est de courte durée et qu’elle
nécessite une exposition larvaire fréquente. Dans une étude plus récente, Tellam et Bowles,
(1997) ont observé qu’une tres faible résistance acquise a Lucilia cuprina se développait chez
le mouton apres des infestations répétées de larves. Ce phénoméne témoigne de la mise en
place d’une réponse immunitaire mais n’est pas suffisant pour assurer la protection des
moutons contre la myiase.

La réponse immunitaire des moutons contre les antigénes des larves fait intervenir des
anticorps IgG. O’Donnell ef al., (1980) ont démontré leur présence dans les sérums de moutons
infestés. Cette intervention des anticorps dans la réponse immunitaire des moutons est soutenue

par les travaux réalisés par Eiseman et al., (1990) qui ont montré que les anticorps jouaient un
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réle dans la résistance des moutons aux larves. De méme Skelly et Howells, (1987) ont mis en
évidence que des moutons infestés expérimentalement avec des produits larvaires produisaient
des anticorps contre un large éventail de composants de L1, L2 et L3. Cette forte réponse
humorale est induite par les PES des larves de Lucilia cuprina provenant surtout des glandes
salivaires. Sandeman et al., (1990) ont montré que les concentrations en anticorps dirigés
contre des extraits larvaires solubles mesurés par la méthode ELISA, étaient significativement
plus élevées dans les sérums de moutons infestés que dans les sérums de controle. Ces résultats
sont compatibles avec la production par les moutons d’anticorps anti-larve spécifiques en
réponse a I’infestation.

Bowles et al., (1992) ont infecté des moutons avec 200 larves L1 puis réalisé 48 heures
aprés 1’implantation larvaire, une biopsie cutanée sur les plaies et sur les moutons de contrdle.
IIs ont observé une réponse immunitaire cellulaire mettant en jeu notamment des neutrophiles
(qui sont les cellules majoritaires a la surface de la peau). Dans le derme, il y a une
augmentation significative des LT helper CD4+, des cellules y8-TCR+ et des LT19+ (CD4",
CD&") sur les moutons infestés par rapport aux moutons de contrdle.

L’immunité développée par les moutons en réponse aux infestations des larves de Lucilia
cuprina est a la fois une immunité a médiation humorale et une immunit¢ a médiation

cellulaire.

II1.2. Les intéréts d’un vaccin

Ils sont multiples. A la différence des insecticides, la mise au point d’une stratégie
vaccinale n’induira pas de résidus chimiques dans I’environnement. Elle peut aussi étre
considérée comme un moyen de contrdle a long terme et donc s’avérer plus économique, et
diminuer les résistances aux insecticides. Le contrdle vaccinal peut se faire & deux niveaux : il
peut permettre de controler 1’installation des larves en diminuant les intensités d’infestation,
mais aussi la croissance des larves. Dans le cas d’Oestrus ovis, le poids de la larve L3 qui
débute la pupaison est déterminant pour la survie et I’activité du futur adulte. Cepeda-Palacios
et al., (2000) ont déterminé qu’il existait un poids critique (de 0,28 g obtenu pour une mouche
de 8,6 mm de long) de la larve L3 expulsée pour lequel la viabilit¢ de la mouche est
compromise. En tenant compte de données sur 383 L3, ils ont estimé les effets possibles d’une
diminution du poids des larves expulsées sur la taille de la population adulte. Une réduction
importante de la taille de la population (38%) pourrait étre obtenue en diminuant le poids

larvaire de 40%.
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I11.3. Les tentatives de vaccination

3.1. Immunogénicité des PES larvaires

L’immunogénicité d’un antigéne est son aptitude a entralner une réponse immunitaire
avec des anticorps spécifiques (Bach et Lesavre, 1991). Les vaccins utilisés dans la plupart des

cas contenaient un ou des antigénes trés immunogenes qu’il a fallu identifier.

a) Chez Oestrus ovis

De récents travaux ont été réalisés par Innocenti et al., (1995) qui ont soumis les tissus
des stades larvaires a une électrophorése en conditions réductrices et non réductrices. Les
polypeptides obtenus sont testés par immunoblotting avec du sérum de moutons infestés. Les
protéines issues des glandes salivaires se sont révélées étre les plus immunogenes et ont été
identifiées par la suite comme des PES larvaires. On peut donc en conclure que les glandes
salivaires sont un tissu sécréteur qui peut fournir des antigénes protéiques pour le systéme
immunitaire de [’hote.

Tabouret, (2001) a complété ces résultats en étudiant par Western Blot la réactivité des
sérums d’agneaux immunis€s infestés expérimentalement vis a vis des PES, des protéines
digestives et salivaires. Dans les protéines des PES, seul un complexe protéique avoisinant 28
kDa a été spécifiquement et systématiquement reconnu par les anticorps sériques (IgG) quelque
soit I’animal. Aucune protéine du tube digestif des larves n’a été reconnue. Par contre, les
protéines salivaires [’ont été et particulierement un groupe de 28 kDa. Les autres protéines
salivaires ont été reconnues alternativement par quelques animaux. Ces deux expériences
laissent penser que 1’Ag de 28 kDa contenu dans les glandes salivaires est trés immunogene et
pourrait donc étre employé dans un but vaccinal. Il reste cependant a 1’identifier de fagon
précise pour le séquencer et déterminer sa fonction.

On a également constaté que les larves L2 et plus particulierement les larves L3 sont les
stades larvaires les plus immunogenes. Cette observation doit étre corrélée a la capacité de ces
stades a libérer sur la muqueuse des quantités importantes d’antigénes de PES. Ceci est
confirmé par les travaux de Frugere et al., (2000) qui ont montré par une cinétique d’apparition
des anticorps des animaux vaccinés avec des PES de L3 d’Oestrus ovis, le développement
d’une forte réponse en IgG par rapport aux animaux témoins, attestant ainsi de

I’immunogénicité des PES de L3.
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Kumar, (1993) a montré quant a lui, que les protéases étaient faiblement immunogeénes.
Donc ce ne sont pas a priori des antigénes de choix pour la vaccination.

On peut donc dire que pour la vaccination contre Oestrus ovis, 1’antigéne de 28 kDa
serait le plus efficace. Mais il manque des références sur les antigénes contenus dans la

membrane péritrophique des larves.

b) Chez Hypoderma lineatum

L’immunogénicité et I’antigénicité des PES des larves d’Hypoderma lineatum ont été
étudiées par Pruett ef al., (1988). Elles ont été testées sur des protéines provenant des extraits
bruts de L1 par Western-blotting en utilisant du sérum de bovins infestés ou vaccinés. Les
résultats montrent que toutes les protéines de L1 sont antigéniques sur I’hdte bovin infesté.
C’est ’'HA et I’HC qui apparaissent comme les protéines larvaires les plus immunogenes. Dans
le sérum et bien que HA et HC présentent de nombreuses similarités au niveau de leur
composition en acides a aminés, il n’y a pas de réaction croisée entre ces deux protéases et
donc pas d’épitope antigénique commun. Ces résultats constituent une exception aux travaux
de Kumar, (1993) dans lesquels les protéases sont faiblement immunogénes.

Par conséquent, les vaccins développés pour lutter contre I’hypodermose bovine ont

incorpor¢ les protéases des PES et plus particulierement I’HA.

¢) Chez Lucilia cuprina

Skelly et Howells, (1987) ont constaté que les extraits de glandes salivaires de L3 avaient
une activité immunogene trés importante méme en conditions dénaturantes par SDS-PAGE. Ce
sont eux qui ont entrainé la réponse immunitaire la plus forte. Cependant les protéines
salivaires n’ont pas €té retrouvées dans les PES des larves.

Tellam et al., (2000) ont mis en évidence que la P-95 était fortement immunogéne. En
effet, elle est reconnue par des sérums de moutons infestés naturellement ou artificiellement
mais pas par des sérums de moutons non infestés.

Pour Lucilia cuprina, la protéine P-95 parait étre un bon candidat a la vaccination. En ce
qui concerne les extraits des glandes salivaires, il faudrait d’autres données concernant leur
identification et leur role pour évaluer leur intérét en vaccination. Nous n’avons pas de données
sur ’immunogénicité des protéases de L1 mais des vaccins contenant des sérine-protéases ont

été testés.
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3.2. Essais vaccinaux

a) Chez Oestrus ovis

Frugeére et al., (2000) ont immunisé des agneaux avec des PES de larves de troisiéme
stade d’Oestrus ovis. Les agneaux immunis€s ont ensuite étaient infestés expérimentalement
par des larves de premier stade. Les résultats ont montré que le taux d’installation larvaire était
trés comparable entre le groupe d’agneaux immunisés (35%) et le groupe d’agneaux témoins
non immunisés (39%). En revanche, le pourcentage de stades larvaires en développement était
significativement plus important chez les témoins (13%) que chez les immunisés (6%).
L’immunisation avec des PES de larve de troisiéme stade, bien que n’ayant pas protégé les
agneaux de I’installation larvaire, a conduit a une inhibition partielle du développement

larvaire.

b) Chez Hypoderma lineatum

La vaccination contre I’hypodermose bovine a été basée principalement sur 1’utilisation
de ’HA associée dans des combinaisons différentes aux autres hypodermines HB et HC.

L’hypodermine A a été choisie comme antigéne candidat a la vaccination car elle induit a
la fois une réponse cellulaire et humorale. Sur des veaux naifs, I’immunisation avec cette
protéine induit une mortalité de 98,5% des larves contre 88,5% chez les témoins (Pruett, 1999).
Donc dans ce cas elle confére un haut degré de protection aux veaux.

Cependant les autres tentatives de vaccination n’ont pas apporté¢ le méme degré de
protection. En effet, Chabaudie et al., (1991) ont vacciné des groupes de veaux naifs avec des
injections sous-cutanées d’HA seule ou associée soit a I’adjuvant incomplet de Freund soit au
phosphate d’alumine. Les résultats ne réveélent aucune différence significative entre le nombre
de larves qui colonisent le dos des veaux vaccinés et des non vaccinés. L’ immunisation des
veaux naifs avec I’HA associée ou non avec des adjuvants est un échec pour une protection
contre une infestation naturelle.

De méme, Baron et Colwell, (1991) ont immunis¢ des veaux avec un mélange
d’hypodermines HA, HB et HC associées a 1’adjuvant monophosphoryl lipide A qui est un
immunomodulateur. Dans cette étude, la sensibilité des lymphocytes spécifiques des antigénes
est augmentée significativement dans le groupe des veaux immunisés. Les titres en anticorps

spécifiques anti-HA, HB et HC sont significativement augmentés chez les animaux vaccinés
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par rapport aux animaux infestés servant de groupe de controle. Cette augmentation de la

réponse immunitaire est corrélée avec le degré de protection observé sur les animaux. Le

niveau de protection atteint est de 95% (sur 100 larves implantées, 5 ont achevé le cycle),

stimulé par une immunisation avec HA, HB et HC. En revanche, lorsqu’on compare les veaux

vaccinés et les veaux ayant regu 1’adjuvant seul, on constate qu’un nombre similaire de larves

arrive au stade pupaison suggérant que I’effet immunomodulateur joue un réle central dans la

sensibilit¢ lymphocytaire et donc que I’HA purifiée n’est pas efficace comme antigene

vaccinal.

¢) Chez Lucilia cuprina

Trois approches vaccinales ont été entreprises :

La vaccination avec des PES des larves a été envisagée. Tellam et al., (1994) ont
vacciné des moutons avec 2 sérine-protéases purifiées : LCT25b et LCT25a isolées des
PES de L1. L’immunisation a produit une forte réponse en anticorps avec LCT25b et
une plus faible avec LTC25a. Cependant, le sérum des moutons vaccinés avec 1’une ou
I’autre protéase n’affecte pas la croissance des larves L1, la réponse immunitaire ovine
n’est donc pas suffisante. Ces résultats sont confirmés in vivo ou la croissance larvaire
sur le dos des moutons vaccinés indique aussi un défaut d’induction au niveau d’une
réponse immunitaire qui préviendrait 1’établissement larvaire. Ces résultats montrent
que les sérine-protéases des PES de Lucilia cuprina ne sont pas les antigenes désignés

pour la vaccination des moutons contre Lucilia cuprina.

Un essai de vaccination a été réalisé¢ avec des antigénes reconnus par des anticorps
produits par les cellules B dans les nceuds lymphatiques de moutons préalablement
infestés. Bowles et al., (1996) ont congu un vaccin avec 4 antigénes de L1 reconnus par
les anticorps du nceud lymphatique associés a 1’adjuvant rovIL-1p. Cela a engendré la
présence de cellule B CD45+ c’est a dire la production d’anticorps locaux sur le site de
I’infestation. L agrégation cellulaire visible dans 1’épiderme sur le site correspond aux
cellules T CD4+, aux cellules T yo+ et aux cellules de Langerhans présentatrices
d’antigéne. Cet ensemble constitue une protection locale pour prévenir la formation de
la plaie. L’ essai en antigene caché est fonction de la plaie qui permet la fuite du sérum

mais aussi, de la quantité¢ d’anticorps exposée aux larves pour entrainer un retard de
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croissance et une mort larvaire. Ici le vaccin a pour but d’empécher la formation de la
plaie avec une réaction immunitaire cellulaire (cellules T yd+) et une réaction humorale.
Les résultats ont montré une réduction du poids des larves de 85% sur les moutons

vaccinés par rapport aux moutons de contrdle.

e Des essais d’immunisation ont été développés avec des antigénes cachés provenant de
la matrice péritrophique tels que la protéine P-95. East ef al., (1993) ont immunisé des
moutons avec des extraits de la membrane péritrophique. L immunisation a eu pour
conséquence le développement d’une réponse immunitaire qui a engendré
significativement un poids moyen chez les larves divisé par deux par rapport aux larves
de contrdle en croissance. Ces antigénes ne peuvent étre solubilisés que par des agents
dénaturants de fort potentiel tels que 1’'urée 4M. Or, comme la réponse immunitaire a
quand méme lieu, cela signifie qu’ils ont conservé une intégrité structurale. Ceci est trés
intéressant dans I’optique de fabriquer un vaccin, car les antigénes seraient capables de
conserver leur activité apres des manipulations biochimiques visant a les purifier et a les
caractériser. De méme, Tellam et Eisemann, (1998) ont vacciné des moutons avec des
antigeénes issus de la membrane péritrophique au stade L1. Cette vaccination a induit
une forte réponse immunitaire humorale qui inhibe fortement la croissance larvaire, et
dans quelques cas, diminue le nombre de larves présentes donc induit une mortalité
larvaire. Ils ont démontré que l’inhibition de la croissance larvaire était due aux
anticorps avec un mécanisme d’action suppos¢é au niveau de la membrane
péritrophique. Les anticorps se fixeraient sur les protéines de cette membrane ou sur les
oligosaccharides eux-mémes et obstrueraient ainsi les pores membranaires, empéchant
les nutriments d’arriver au niveau des cellules épithéliales et aux protéases digestives
d’agir sur les nutriments pour les dégrader. C’est un effet anti-nutritionnel qui
provoquerait ainsi le retard de croissance constaté. Enfin Casu et al., (1997) et Tellam et
al., (2000) ont eux aussi vacciné des moutons avec, comme antigéne, la P-95. La
vaccination a induit une diminution de la croissance larvaire. Les anticorps ingérés
diminuent la perméabilité de la matrice péritrophique , il y a donc un manque de

nourriture pour la larve.

Les résultats les plus encourageants ont été obtenus avec les antigénes cachés appartenant a

la membrane péritrophique et avec ceux obtenus par les anticorps provenant du nceud
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lymphatique de moutons infestés. Les sérine-protéases ne semblent pas présenter un intérét

majeur pour la vaccination chez Lucilia cuprina.

II1.4. Discussion sur les essais

4.1. Choix de I’Ag vaccinal

a) Echec de la vaccination avec les protéases

L’¢échec relatif de I’immunisation des moutons par des PES de L3 d’Oestrus ovis peut
s’expliquer par le choix de I’antigene vaccinal. Les antigenes utilisés ont été les PES de L3 et
non les PES de L1 pour 'immunisation des moutons. Cependant, des résultats préliminaires
ont montré que les effets protéolytiques et les profils en SDS-PAGE des PES de L1 et des PES
de L3 sont trés proches (Tabouret, 2001). Il faut également tenir compte du fait que les PES
sont un mélange protéique complexe présentant a la fois des protéases et des protéines
salivaires. En ce qui concerne les protéases, plusieurs facteurs peuvent expliquer cet échec
relatif. Tout d’abord les PES des larves d’Oestrus ovis ne se composent pas d’une unique
trypsine, mais au moins d’une dizaine, ce qui rend leur inhibition conjointe et simultanée par
les immunoglobulines plus difficile. Par ailleurs, on a détecté aussi une activité
chymotrypsique.

Les protéases ont été identifiées par Kumar, (1993) comme étant peu immunogénes. En
effet, il existe une forte homologie structurale entre le site actif de la protéase du parasite et son
équivalent chez I’héte.

Enfin il faut des concentrations en anticorps bloquant 1’activité de telle protéase tres
¢levées pour induire la mort de I’animal considéré. Par exemple, pour tuer la mouche
Haematobia irritans exigua, il faudrait 7,5 mg d’anticorps anti-trypsine par ml de sérum (East
et al., 1995), ce qui représente un tiers de la quantit¢ d’immunoglobulines contenues dans un
ml de sérum (23.3 mg/mL) (Beh et al., 1974). Ce sont des niveaux trés rarement atteints en
vaccination. Cependant, les larves d’Oestrus ovis sont exposées a I’immunité locale et donc a
des quantités d’anticorps importantes. Les IgG sont trés nombreuses dans le tractus respiratoire
ainsi que les IgA sécrétoires protégées de la protéolyse par la picce sécrétoire.

On peut donc en déduire que les protéases ne constituent pas de bons antigeénes capables

de développer une stratégie vaccinale contre Oestrus ovis.
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Les hypothéses de 1’échec de I’immunisation des moutons avec la protéase LCT25b
rejoignent celles évoquées pour Oestrus ovis. Soit ’activité protéolytique de ces protéases n’est
pas affectée par la réponse immunitaire donc leur role physiologique est conservé et la
croissance larvaire continue, soit les quantités en anticorps sont insuffisantes pour inhiber les
concentrations ¢élevées de LCT25b dans les PES, d’autant plus que les substances
protéolytiques dégradent les anticorps. Néanmoins, dans le cas de ’HA, la production de
protéines recombinantes avec une activité enzymatique moindre dans le but de diminuer
I’action immunomodulatrice pourrait étre une évolution intéressante dans la production de

vaccins contre I’hypodermose.

b) Autres antigenes disponibles

D’autres antigénes ont ét¢ utilisés ou envisagés comme candidat-vaccin. Les protéines
des glandes salivaires d’Oestrus ovis qui sont des immunogenes majeurs (Innocenti et al.,
1995) et qui entrent dans la constitution des PES comme nous 1’avons vu ci-dessus, peuvent
servir a la constitution d’un vaccin. Notamment le complexe de 28 kDa peut étre purifié et isolé
mais il reste cependant a séquencer les protéines de ce complexe et a définir leur fonction pour
envisager une telle utilisation.

Une autre stratégie vise a identifier des protéines membranaires des cellules épithéliales
du tube digestif du parasite, puis a immuniser les hdtes contre ces protéines : c¢’est la méthode
des antigeénes cachés. C’est cette approche qui a permis de mettre en place un vaccin contre une
protéine de la tique Boophilus microplus (Willadsen, 1989).

Cependant, pour les myiases, ces protéines sont peu accessibles du fait de la présence de
la membrane péritrophique qui sépare le contenu du tube digestif des cellules épithéliales
digestives. Cette derni¢re est poreuse et ne laisse passer que des molécules de taille réduite.
Chez les larves de Lucilia cuprina, Eisemann et al., (1993) ont estimé que des molécules
inférieures a 110 kDa pouvaient franchir la membrane péritrophique. Ainsi, la perméabilité de
cette membrane est un obstacle au passage des anticorps (150 kDa) et rend difficile I’approche
des antigénes cachés. Mais la dégradation des immunoglobulines par les PES génére des
fragments (Fab’)2, de taille suffisamment petite pour passer les pores de la membrane
péritrophique. Cette approche a été envisagée dans le cas des larves de Lucilia cuprina qui
ingerent les IgG de ’exsudat et les dégradent (Sandeman et al., 1995). Cependant, la quantité
d’anticorps fonctionnels reste trop faible pour bloquer ’activité des protéases membranaires

des cellules épithéliales du tube digestif (Eisemann et al., 1993). L’identification d’une autre
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cible protéique chez les larves pourrait permettre leur neutralisation ou bien engendrer des
retards de croissance, sous réserve que les fragments (Fab)’2 aient conservé leur activité. Il faut
¢galement que D’antigéne cible ne soit pas présent dans 1’hémolymphe, ou accessible
uniquement par cette derniere car la quantité d’anticorps fonctionnels en son sein est tres faible
(Eisemann et al., 1993).

On peut aussi utiliser une méthode visant a bloquer les pores de la membrane
péritrophique des larves. Des anticorps anti-péritrophines, protéines constituantes de la matrice
péritrophique, induisent chez les larves de Lucilia cuprina une grande diminution de taille et du
poids (East et al., 1993) comme nous I’avons vu précédemment. Les anticorps se fixent a la
surface de la membrane au sein de I’espace endopéritrophique formant une monocouche de
protéines digérées qui se gélifient a la surface de la membrane en réponse a la fixation des
anticorps (Casu et al., 1997). Les pores membranaires sont obstrués, I’assimilation des
nutriments n’est plus possible. Cette méthode a permis de diminuer de fagon trés significative
la taille et le poids des larves de Lucilia cuprina nourries sur un substrat contenant des
anticorps anti-péritrophines (P95 ou P44).

De méme, on pourrait utiliser les protéines de la membrane péritrophique du tube digestif
en vue de développer un vaccin contre les larves d’Oestrus ovis comme pour Lucilia cuprina.
Ces antigeénes « cachés » ne sont pas en contact avec le systéme immunitaire de 1’hote dans des
conditions naturelles. Une immunisation par ces protéines pourrait entrainer la production
d’anticorps tres efficaces contre les parasites (Tellam et Bowles, 1997). L’immunisation de
moutons par des broyats de tube digestif de L2 de Lucilia cuprina a permis d’obtenir une
réduction significative de la croissance larvaire (Johnston et al., 1992).

Une autre alternative intéressante serait de combiner les effets de plusieurs antigenes tels
que les péritrophines 95 et 55. Tellam et al., (2003) ont montré que la P-55 avait un potentiel
immunogene qui pouvait étre utilisé pour protéger les moutons des myiases. En I’associant a un
autre antigéne incorporé a la membrane péritrophique dans un méme vaccin, on peut augmenter
I’activité inhibitrice du sérum et donc la mortalité larvaire. Tellam ef al., (2001) ont montré que
des anticorps anti-lectine ou des anticorps anti-protéine de la membrane péritrophique
accéléraient la mortalité larvaire quand I’inhibition de la croissance larvaire était supérieure a

70-80%.
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4.2. Voie d’administration

Dans le cas d’Oestrus ovis et de Lucilia cuprina, étant donné que les larves se
développent au contact des muqueuses nasales et sinusales, il serait judicieux de choisir une
immunisation par voie intra-nasale en utilisant un adjuvant spécifique de I’immunité des
mugqueuses. Bowles et al., (1987) ont démontré que I’immunisation intra-nasale des moutons a
I’aide d’une préparation d’antigénes de PES de L2 de Lucilia cuprina a conduit a une réduction
significative du nombre de larves aprés infestation expérimentale, alors que la voie
intradermique d’immunisation ne protégeait pas les animaux. Les immunisations par voie
nasale sont reconnues pour étre trés efficaces dans 1’induction d’anticorps systémiques et
muqueux (Hvalbye et al., 1999) par I’intermédiaire du systéme lymphoide nasopharyngg.

Colditz et al., (2002) ont mené une étude pour augmenter la concentration cutanée des
anticorps dirigés contre les antigénes provenant de la membrane péritrophique a partir
d’immunisation intradermique. En effet, I’efficacité des vaccins qui emploient ces antigénes
peut étre limitée par la quantité d’anticorps disponible dans la peau pour 1’ingestion des larves.
Les antigénes recombinants issus de la membrane péritrophique utilisés sont : ’antigéne P44,
I’antigéne P48 et 1’antigéne P95. Les résultats obtenus ont montré que la concentration des
anticorps spécifiques était significativement plus élevée dans les transsudats cutanées des sites
immunisés localement, qu’au niveau des sites de contréle adjacents. L’immunisation cutanée

peut donc assister le controle immunologique des larves.

4.3. Role des adjuvants

a) Les principaux adjuvants disponibles

L’adjuvant complet de Freund est une émulsion d’eau dans I’huile contenant des
mycobactéries tuées dans la phase huileuse.

L’adjuvant incomplet de Freund est une émulsion d’eau dans I’huile sans mycobactéries.

L’amphigen peut augmenter la réponse a médiation cellulaire mais diminue fortement la
concentration en anticorps et I’hypersensibilité retard.

L’alhydrogel est un gel d’hydroxide d’aluminium qui adsorbe les antigénes protéiques.
Par rapport aux autres adjuvants, il est déficient sur la stimulation immunitaire a médiation

cellulaire mais efficace pour augmenter la syntheése d’IgE, notamment chez les lapins.

&9



Le monophosphoryl lipide A a été utilis¢ par Baron et Colwell, (1991) associé¢ aux
hypodermines purifiées A, B et C pour immuniser des veaux contre les infestations dues a
Hypoderma lineatum. L’adjuvant est isolé des cellules de Salmonella minnesota et a
d’excellentes propriétés immunomodulatrices sans effet toxique trop important. Il améliore la
résistance aux infections microbiennes et parasitaires a travers son influence sur I’activité¢ des
macrophages (Ulrich et al., 1988). Cette ¢étude a montré que le monophosphoryl lipide A
augmente la sensibilité des lymphocytes spécifiques des antigénes sur les animaux immunisés.

L’adjuvant rovIL-1p (recombinant ovine IL-1P) a été utilisé par Bowles et al., (1996)
avec des antigénes de L1 de Lucilia cuprina. Cet adjuvant stimule la réaction immunitaire
locale incluant I’hypersensibilité retard (Lofthouse et al., 1995). Dans cette étude, il a modulé
la réaction immunitaire cellulaire. Il intervient également dans I’activation de I’'IL-2 et de ses

récepteurs et donc dans 1’activation des cellules T et I’initiation de la réponse immunitaire.

b) Discussion sur les résultats obtenus

L’adjuvant complet de Freund est le plus efficace pour stimuler les réponses
immunitaires cellulaire et humorale comme le montre I’étude faite par Pruett et Stromberg,
(1995) dans laquelle I’hypodermine A est administrée sur des troupeaux de bovins naifs
associée a 1’adjuvant complet de Freund. Il s’ensuit la mise en place d’une réponse immunitaire
protectrice caractérisée par une augmentation de la mortalité larvaire in vivo. Cependant, cet
adjuvant n’est pas autorisé en médecine vétérinaire car il entraine des réactions locales au site
d’injection notamment une inflammation chronique voire une abcédation stérile.

L’amphigen et ’alhydrogel sont ensuite testés comme adjuvants. Le meilleur résultat
résulte de I’association des 2 qui permet d’avoir le niveau le plus élevé en anticorps dans la
circulation périphérique et une meilleure intensit¢ de la réponse de type retard avec
particuliérement une bonne infiltration neutrophilique. Cependant les réactions humorales et
cellulaires induites ne sont pas comparables avec celles induites avec un vaccin hypodermine
A-adjuvant complet de Freund.

De méme, les adjuvants Quil A, Dextran-Sulfate associés seul a un mélange d’antigénes
de L1 de Lucilia cuprina ne protégent pas les animaux d’une infestation contrairement a
I’association avec ’adjuvant complet de Freund (East et al., 1992).

Chabaudie et al., (1991) ont montré également que le phosphate d’alumine était
inefficace comme adjuvant : administré a des veaux naifs associé a I’HA, il n’a induit aucune

protection contre une infestation naturelle d’hypodermose. L’HA associée a 1’adjuvant
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incomplet de Freund a induit un niveau de protection de 22.6% par rapport a un niveau de
controle. C’est tout de méme moins qu’avec I’HA injectée seule : le niveau de protection est
alors de 28%. Dans ces travaux, les adjuvants cités ci-dessus semblent se révéler inefficaces.
Pour tous ces adjuvants, excepté I’adjuvant complet de Freund interdit, leur efficacité
pour la vaccination contre les myiases semble trés faible. Dans le cas d’une vaccination contre
Oestrus ovis, le choix d’un adjuvant capable de stimuler I’'immunité des muqueuses pourrait
considérablement améliorer le rendement vaccinal. Il serait peut étre intéressant de mettre a

I’épreuve 1’adjuvant rovIL-1P qui est capable de stimuler une réaction immunitaire locale.

4.4. Production de protéines recombinantes

D’une maniére générale, pour mettre au point un vaccin il faut identifier et purifier les
antigénes larvaires spécifiques et efficaces pour produire des protéines recombinantes
correspondantes. Une stratégie de contréle immunologique anti-larvaire efficace devra exercer
ses effets majeurs sur L1. Deux études ont ét¢ menées afin de produire des protéines

recombinantes d’antigenes utilisés pour la vaccination.

a) Production de protéines recombinantes de la P-95.

Tellam et al., (2001) ont produit a partir de la P-95 isolée de la matrice péritrophique
deux protéines recombinantes : 1’une dans une bactérie, Escherichia Coli, et ’autre dans des
cellules d’insectes infectées par un baculovirus. Les protéines recombinantes obtenues sont
nommées ecP-95 pour celle produite dans la bactérie E.Coli et bvP-95 pour celle produite dans
la cellule infectée par le baculovirus. Ils ont observé que la ecP-95 n’avait pas une bonne
configuration spatiale. La bvP-95 a une configuration spatiale identique a la P-95 naturelle
mais les oligosaccharides qui lui sont attachés différent de ceux de la P-95 naturelle. Ceci
entraine une différence structurale entre les deux protéines. La bvP-95 semble plus lourde donc
probablement hyperglycosylée.

Pour évaluer I’impact de cette différence structurale, ils ont vacciné des moutons avec la
protéine recombinée. Les résultats ont montré une faible activit¢ sur I’inhibition de la
croissance larvaire en présence de la bvP-95 tandis que cette activité est beaucoup plus forte
avec la P-95 naturelle. On peut donc conclure que les anticorps dirigés contre la P-95 dans les
conditions de vaccination qui inhibent la croissance larvaire chez le mouton, sont dirigés a la

fois contre le polypeptide déplié dans la bonne configuration et les oligosaccharides attachés a
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la P-95. Donc la structure du polypeptide ainsi que les oligosaccharides ajoutés lors des
processus de maturation des protéines sont essentiels pour 1’induction d’une activité inhibitrice
de la croissance larvaire.

Ainsi, on peut dire que la production d’une protéine recombinante de la P-95 passe par la

reproduction des sites glycosiques de la protéine.

b) Production d’une HA recombinée

Khanadji et al., (2003) ont produit dans des cellules de Drosophila melanogaster une HA
recombinante non glycosylée. Cette derniére a des caractéristiques biochimiques et biologiques
similaires a ’HA native. L’activit¢ de ’HA recombinante sur 1’inhibition de la prolifération
lymphocytaire et le clivage des antigénes de membrane a été testée avec succes. Il apparait que
dans ce cas la glycosylation n’est pas importante pour 1’activité de la protéase HA et pour ses
capacités immunogéniques. C’est donc une base pour avoir une protéine mutée avec une
meilleure immunogénicité et une activité enzymatique plus faible dans le but notamment de

bloquer I’action immunomodulatrice de HA.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de constater que les produits d’excrétion/sécrétion des larves
étaient majoritairement composés d’enzymes et plus particuliecrement de sérine-protéases
d’origine digestive. Leurs activités enzymatiques se sont révélées similaires d’une espéce
larvaire a I’autre.

Ces protéases sont essentielles au développement larvaire notamment de part leur role
au sein de la nutrition et de [I’établissement larvaire, mais aussi par leur activité
immunomodulatrice qui tient souvent le systéme immunitaire de 1’hote en échec. De plus, par
I’intermédiaire de ces protéases, les larves parviennent a détourner la réponse inflammatoire
dans leur sens, dans le but d’obtenir une source en nutriments continue pendant toute la durée
du développement larvaire.

Cependant, les tentatives de vaccination dans lesquelles elles ont participé en tant
qu’antigéne cible pour le systéme immunitaire de 1’hdte se sont soldées par un échec. Elles
n’apparaissent donc pas comme €tant des antigenes de référence pour la vaccination.

En ce qui concerne Oestrus ovis, la poursuite des expériences sur 1’identification de
I’antigéne de 28 kDa trés immunogene est nécessaire pour envisager un vaccin. De méme, il
serait souhaitable d’étudier les protéines structurales de la membrane péritrophique de
I’intestin, particuliérement les péritrophines, qui donnent des résultats encourageants dans les
essais vaccinaux contre les larves de Lucilia cuprina. La technique visant a obtenir des
antigénes en vue de I’¢élaboration d’un vaccin sélectionné par des anticorps prélevés dans des
nceuds lymphatiques de bovins infestés, mérite également d’autres investigations car les
résultats sont positifs.

La lutte contre ces myiases ne pourra certainement pas se passer des insecticides dans
I’immédiat. Leur utilisation doit donc se faire de fagon raisonnée pour limiter les phénomenes
de résistance. D’autres pistes font 1’objet d’étude : O’Meara et al., (1992) ont montré qu’une
sélection génétique basée sur la résistance aux infestations larvaires de Lucilia cuprina étaient

envisageables a travers la réponse inflammatoire.
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