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ETUDE DE LA RESISTANCE ACQUISE PAR LA LAPINE REPRODUCTRICE
IMMUNISEE AVEC UNE LIGNEE PRECOCE d'Eimeria magna
ET DE SA TRANSMISSION A SA PORTEE.

DROUET-VIARD F., COUDERT P., ROUX C., LicOois D., BOIvIN M.

I.N.R.A, Station de Pathologie Aviaire et Parasitologie, F-37380 NOUZILLY - France

RESUME: Cinquante deux lapines exemptes de coccidies ont été
utilisées pour cet essai, dont 26 immunisées per os au moyen
d'inoculations répétées de 107 oocystes de la souche précoce
d’Eimeria magna pendant la gestation. Aprés la troisiéme
inoculation, 'excrétion d’ooc[stes a été indécelable, et aucun signe
de maladie n'a été observé. Les anticorps sériques (Ac) ont été titrés
par une technique ELISA. Chez les témoins, les titres en Ac
restaient au-dessous d'une densité optique de 0,25 & la longueur
d'onde de 405nm. Chez les méres immunisées, le niveau des Ac
s'élevait 4 semaines aprés la premiére inoculation. Les inoculations
de rappel faites 7 et 4 jours avant la mise-bas ont provoqué une
élévation importante du titre en Ac. 26 femelles ont regu une
injection d'extraits de sporozoites 2 et 17 jours aprés la mise-bas;
ces injections ont provoqué une trés forte élévation du titre en Ac

par rapport & celui des femelles non traitées. Les Ac sériques des
lapereaux au sevrage ont été titrés & 29 et 39 jours. Dans tous les
groupes, les titres en Ac étaient trés bas, mais nous avons observé
un titre légérement plus élevé dans les groupes cormespondant aux
méres immunisées. L'augmentation du titre en Ac chez les méres
traitées avec des extraits de sporozoites n'a pas eu d'effet sur les
titres en Ac de leurs portées. Pour évaluer limmunité transmise par
les méres, les lapereaux ont été inoculés avec 10Yoocystes de la
souche précoce d'Eimeria magna, et l'excrétion q’oocystes a é6té
mesurée. L'excrétion totale a été identique (6 x 10/ oocystes) dans
tous les groupes, et la perte de gain de poids a été la méme que
celle des témoins inoculés. Nous pouvons conclure que Iimmunité
matemelle n'a pas protégé la portée contre une infection & E.magna.

SUMMARY. Study of the resistance acquired by rabbit does
immunized with a precocious line of Eimeria magna and of its
transmission to their litters.

Fifty two coccidia free rabbit does were used in this experiment an
26 of them were immunized by repeated per os inoculations of 10
oocysts of Eimeria magna precocious line during gestation.The
oocyst output was completely controlled after the third inoculation
and signs of disease were never observed. The serum antibodies
(Ab) were titrated by an ELISA method. In the controls, the Ab titers
were constantly below the optical density 0.25 at the wave length
405nm. In immunized does, the Ab level began to increase 4 weeks
after the first inoculation. Booster inoculations given 7 and 4 days
before parturition produced a high increase of Ab level. 26 females
received an injection of sporozoites extracts 2 and 17 days after

arturition; these injections produced a dramatic increase of the Ab
evel compared with that of the untreated females. The serum Ab of
the weanlings were titrated at 29 and 39 days of age. In all groups,
the Ab titers were very low but a slightly higher level was observed in
the goups corresponding to the immunized does. The dramatic
increase of the Ab titers of the does injected with sporozoites had no
effect on the Ab titers of their litters. To test the J;rotectiog
transmitted by the mothers, the weanlings were inoculated with 10
oocysts of the same Eimeria magna precocious line and the oocyst
output yas measured. The whole excretion of oocysts was identical
(6 x 10/ oocysts) in all groups, and the decrease in weight gain was
identical to that of inoculated controls. We can conclude that the
does' immunity did not protect the litter against an infection with
E.magna.

INTRODUCTION

L'évolution du taux d'anticorps aprés infection avec des
parasites du genre Eimeria a été étudiée chez de nombreuses
espéces. Chez les mammiferes, des travaux effectués chez le
rat (ROSE et al. 1984), chez les bovins (SAATARA et al. 1986;
HUGHES et al. 1989 ), chez le mouton (NOLAN et al. 1986;
CATCHPOLE et al. 1993) montrent qu'une réponse humorale a
I'infection existe mais qu'elle présente de grandes variations
entre animaux. En outre, NOLAN et al. (1986), FIEGE et al.
(1992) ont montré chez I'agneau et le veau la transmission des
anticorps maternels dirigés contre le parasite via le colostrum.
Chez le lapin, la réponse humorale lors d'une infection avec
des coccidies est trés mal connue. COUDERT et al. (1978) ont
montré, chez le lapereau sevré, une augmentation importante
du taux de globulines sériques 14 jours aprés inoculation.
Dans ce travail nous avons voulu évaluer la transmission de
limmunité maternelle au lapereau d'une part en suivant a
laide d'une technique de dosage immunoenzymatique
spécifique I'évolution du taux d'anticorps circulants au cours
de la gestation et de la lactation de lapines immunisées ou
non, d'autre part apprécier aprés une inoculation d'épreuve,
lintensité de la maladie (baisse du gain de poids) et
Iexcrétion d'oocystes chez les lapereaux.

MATERIELS ET METHODES.

Animaux.

Les lapines nullipares dgées de 4 mois, nafves et indemnes
de coccidies, provenaient de l'élevage EOPS de notre
laboratoire. Elles étaient hébergées en cages individuelles
dans le méme local déja décrit par VIARD-DROUET et al.
{1983). Toutes les précautions étaient prises pour éviter une
contamination des lots témoins: changement de blouse et de
gants avant chaque manipulation d'un nouveau lot.

Matériel parasitaire.

Les souches de coccidies utilisées étaient fraichement
préparées; nous avons utilisé la lignée précoce d' Eimeria
magna (PrEmag 1992-29) produite dans notre laboratoire
selon la méthode décrite par LICOIS et al. (1988,1995).

Protocole expérimental
Ce protocole est schématisé dans le tableau 1.

Expérimentation sur les femelles

Un suivi sérologique a €t€ effectué sur deux séries de
femelles inséminées 4 15 jours d'intervalle, comprenant
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Tableau 1 : Schéma de répartition des femelles et des Japereaux dans les lots expérimentaux.
Chagque lot comportait 13 femelles Agées de 4 mois. A la naissance 4 lapereaux de chaque portée ont &té adoptés par une

femelle d'un autre lot, les 4 autres petits restant avec leur mére.

FEMELLES LAPEREAUX
Lots Premiére 4 inoculations de 2 injections Lots
immunisation 10 oocystes de d'extraits de (A) adoptés a la naissance
avec 10° oocystes PrEmag pendant sporozoites (O) allaités par
de PrEmag avant la gestation pendant la leur propre mére
I'insémination lactation
TS- non norn non TOS-
TAS-
TS+ non non oui TOS+
TAS+
IS- oui oui non 10S-
UAS-
1S+ oui oui oui 10S+
[AS+

chacune 26 lapines réparties en quatre groupes de la fagon
suivante:

- Les femelles désignées par "1", ont ét¢ immunisées par
inoculation per os d'oocystes d'E. magna précoce avant et
pendant Ja gestation. La premiére inoculation faite avec une

dose faible (103 oocystes) a €té suivie de quatre rappels (104
oocystes) 7, 17, 38, et 40 jours aprés la premiére inoculation
(premiére série de lapines), 13, 38, 59 et 61 jours aprés la
premiére inoculation (deuxiéme série de lapines).

- Les femelles désignées par "T", sont les lapines témoins
non immunisées c'est a dire non contaminées et recevant un
aliment supplémenté en anticoccidien (66 ppm de
robénidine).

- Pour augmenter le titre en anticorps circulants pendant la
lactation, 2 et 17 jours aprés la mise bas, dans chacun des
groupes I et T, 1a moitié¢ des femelles a subi des injections
intramusculaires d'extraits de sporozoites d'E. magna. La
quantité d'extraits de sporozoites injectée a4 chaque femelle

provenait du traitement d'environ 8x106 sporozoites, Ia
préparation de ces extraits étant décrite plus loin.

Les échantillons de sang, prélevés dans la veine centrale
de l'oreille, ont été collectés périodiquement au cours de la
gestation et de la lactation. Le sérum était prélevé et conservé
a - 20°C. L'analyse a porté sur 20 femelles dans la premiere
expérimentation et 15 dans la seconde.

Expérimentation sur les lapereaux

Pour évaluer une éventuelle transmission transplacentaire
de l'immunité, dans chaque portée la moitié¢ de I'effectif a été
adopté 4 la naissance par une femelle ayant subi le traitement
opposé: la moitié des lapereaux des lapines I ont été adoptés
par les lapines T et réciproquement (Tableau 1).

Pour tester I'immunité transmise par la mere, 4 jours aprés

le sevrage, tous les lapereaux ont été inoculés avec 103
oocystes d'E. magna. Les animaux ont été pesés le jour du
sevrage (30 jours), le jour de l'inoculation (34 jours) puis 3, 7,
14 et 17 jours aprés l'inoculation.

Une étude sérologique a été effectuée sur deux séries de
prélévements de sang, collectés 2 11 jours d'intervalle, sur 16

lapereaux. Le premier prélévement a eu lieu le jour du
sevrage et le second 7 jours aprés I'inoculation.

Dosage des anticorps . :

Le dosage a été réalisé avec une technique ELISA adaptée
des techniques utilisées par GILBERT ef al. (1988) et ONAGA
et al. (1989). L'antigéne utilisé était un extrait de sporozoites,
préparé de la fagon suivante: une suspension de sporozoftes,
obtenue aprés excystation, était exposée aux ultrasons,
pendant 30 a 60 secondes, ce qui entrainait la désintégration
des cellules. Aprés centrifugation 4 2500 g, le surnageant était
filtré (0,8 pum) et sa concentration en protéines dosée par la
méthode au BCA (acide bicinchoninique; kit commercialisé
par Pierce). Les échantillons de sérum étaient dilués au 1/50
dans du tampon PBS contenant 1 % de lait écrémé. 50 ul
d'extraits d'E. magna a une concentration de 10 pg/ml de PBS
étaient adsorbés dans chaque puits de plaques a microtitration
(Greiner ). Les plaques étaient séchées la nuit & 37°C puis
conservées 4 -20°C jusqu'au dosage. Les sites de liaison non
spécifiques étaient saturés avec 100 pl de tampon PBS-lait
1%., la nuit & + 4°C. Les plaques étaient lavées 3 fois avec du
PBS-Tween 20 a 0,05 %, puis 100 pl de sérum dilué au 1/50
dans du PBS-lait 1 % étaient déposés dans chaque puits et
incubés avec les antigénes pendant une heure a 37°C. Les
plaques étaient lavées 4 fois avec du PBS-Tween 20 4 0,05 %
puis, 100 pl d'anticorps anti-IgG de lapin produit chez la
chévre (Nordic ) étaient ensuite répartis dans chaque puits.
Cet anticorps marqué par la phosphatase alcaline était dilué
au 1/1000 dans le tampon PBS-lait 1%. Aprés incubation
pendant une heure & 37°C, les plaques étaient lavées 4 fois.
Aprés addition de 100 pi de p-nitrophényl phosphate dilué
dans du tampon diéthanol-amine a 10 %, l'intensité de la
coloration jaune obtenue aprés incubation pendant une heure
4 37°C était lue a 405 nm.

Analyses statistiques.

Aucune apalyse n'a été effectuée sur les données
concernant les femelles, le nombre de lapines par lot étant
faible. L'analyse du titre en anticorps du sérum des lapereaux
a été réalisée avec le test de Newman-Keuls (programme
d'analyse de variance STATITCF).
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Figure 1 : Evolution du taux d’immunoglobulines dans Ie sérum de lapines

immunicdes ou non avec E. magna précoce (série 1)

Densité optique

* inoculation orale d' cocystes

Mise-bas

a provoqué une montée rapide et trés
importante du taux des lg dans le
~érum, cet effet s'ajoutant & celui de
'immunisation orale chez les femelles
immunisées.

2. Effet de l'inoculation d'épreuve
sur les lapereaux

1. Taux d'immunoglobulines au
moment du sevrage: les taux
d'anticorps étant faibles, les lg ont été
dosées dans le sérum pur ou dilué au
1/10 (tableau 2). Le titre en Ig des

38 sérums de lapereaux issus de lapines

Jours aprés la premiére inoculation. immunisées ¢était  significativement

supérieur (P<0.02) a celui des

¥ - - - 1émoins sp- W —-- iImmunisees sp+ ® - - - témoins sp+ K -- — immunisées sp- lapereaux issus de lapines témoins. Le
Lapinas ayant regu (sp+) ou mon fop - ; Code spvuzones traitement des méres T ou | avec les

Figure 2 : Evolution du taux d"immunoglobulines dans le sérum de lapines

immunisées ou non avec F. magna précoce (série 2).

Densité optigue

inoculation orale d’ oocystes
Sp :injection de sporozoites

"

LT P B et S

extraits de sporozoites n'a pas
provoqué d'augmentation significative
u taux d'lg chez les lapereaux.

2. Taux d'immunoglobulines
apres infection expérimentale: chez
tous les lapereaux, le titre en anticorps
mesuré 7 jours aprés inoculation était
du méme ordre de grandeur que le titre
avant l'inoculation ( tableau 2 ).

3. Gain de poids et excrétion
d'ocystes: la maladie a également été
appréciée par la mesure du gain de
poids (figures 3 et 4) et par l'excrétion
parasitaire; quel que soit le taux

38, 46

Jours aprés la premiere inoculation.

x* .

Lapines ayant requ {sp+) ou non {sp-) des injections d'extraits de sporozaites

RESULTATS
1. Evolution du taux d'immunoglobulines chez les lapines

Cette évolution, représentée sur les figures | et 2, était
similaire dans les deux séries de femelles.

1. Comparaison entre les femelles immunisées et les
femelles témoins pendant la gestation: pendant les 4
semaines suivant la premiére inoculation, le taux
d'immunoglobulines (Ig) des lapines immunisées était peu
différent de celui des lapines témoins. A la suite des deux
inoculations précédant la mise bas, une montée rapide et
importante du taux des lg était observée avec un taux
maximal six jours aprés la derniére inoculation. Les rappels
successifs, pendant la gestation, ont permis aux lapines d'étre
totalement immunisées (aucune excrétion d'oocystes aprés la
3éme inoculation) comme l'a observé BEYER (1963).

2. Effet de l'injection d'extraits de sporozoites: chez les
femelles non immunisées pendant la gestation, cette injection

. « 6366

- témoins sp- ® -——— immunisées sp+ # - - - témoins sp+ K -
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74 80 g 88 d'anticorps de leur mére et leur propre

taux, les lapereaux ont excrété la
méme quantité d'oocystes (environ

Sp

immunisées sp- 6x107 oocystes d'E. magna précoce),

¢t ont eu des courbes d'évolution du
gain de poids similaires. Dans tous les
lots, les lapereaux étaient malades. La
chute du gain de poids et I'excrétion
d'oocystes ont été relativement faibles mais conformes a ce
qui était attendu avec la souche et la dose utilisées.

DISCUSSION

Les inoculations successives de la lignée précoce
d'E.magna 3 des femelles adultes ont permis aux lapines
d'acquérir une bonne immunité contre ce parasite. Nous
n'avons pas observé d'excrétion d'oocystes dans la période
peripartum ce qui ne correspond pas aux observations de
terrain (GALLAZZI 1977, PEETERS et al. 1983) concernant
E.magna. La raison est probablement une immunité plus forte
due a des inoculations avec des doses plus €élevées que dans
les conditions du terrain.

Le titre en anticorps du sérum des lapereaux issus de méres
immunisées était plus élevé que celui des lapereaux des
lapines témoins. Nous pouvons supposer que les lapines
transmettent des 1gG aux lapereaux par voie transplacentaire
et/ou par le colostrum comme chez la vache (FIEGE et al.
1992). Le passage des anticorps via le lait est certainement
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Tableau 2 : Titre en anticorps du sérum des lapereaux issus de lapines immunisées ou non, titre exprimé en

densité optique 4 405 nm.

Age le jour du dilution TOS- TOS+ 10S- 108+
prélévement de sang

29 jours 1/1 0.043 0.120 0,297 0,451
(0.013) (0,030) (0,;031) {0,089)

1710 0.027 0.048 0,246 0,297
(0.005) (0.009) (0,113) (0,064)

39 jours 1/1 0.034 0,055 0,270 0,444
(0.024) (0,045) 0,127) (0,160)

1710 0.019 0,028 0,096 0,163
{0.012) (0.024) (0,043) (0,064)

TOS- : lapereaux nés de méres non immunisées. ne recevant pas d'injection de sporozoites en début de lactation.
TOS+ : lapereaux nés de méres non immunisées. recevant deux injections de sporozoites en début de lactation.
10S- : lapereaux nés de méres immunisées, ne recevant pas d'injection de sporozoites en début de lactation.
10S+ : lapereaux nés de méres immunisées, recevant deux injections de sporozoites en début de lactation.

Pour chaque lot la moyenne est indiquée avec la déviation standard (-).

Le traitement des méres avec des extraits de sporozoites n'induit pas de différence entre les lapereaux issus de meres immunisées (comparaison 10S-

et 10S+) et entre les lapercaux issus de méres témoins (comparaison TOS- et TOS+).

Les lapereaux I (IOS+ et 10S-) ont un titre en anticorps significativement plus élevé que celui des lapereaux T (TOS+ et TOS-) : P<0,01 429 jours et

P<0,02 a 39 jours.

Figure 3 : Gain de poids aprés inoculation des lapereaux allaités par les femelles
témoins (T)
Gain de poids quotidien moyen (g)

50

40

30

20

10

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Jours aprés inoculation

- TOS- +TOS+ X TAS- & TAS+

O lapereaux nés des femelles témoins; A lapereaux adoptés.
S+ injection d'extraits de sporozoites aux femelles allaitantes
S. pas d’injection de sporozoites.

Figure 4 : Gain de poids aprés inoculation des lapereaux allaités par les femelles
immunisées (I)
Gain de poids quotidien moyen (a)

50

40

30

20

10

6 8 10 12 14 16
Jours apreés inoculation

— (AS- +1AS+ ¥ |0S- = 10S+

O lapereaux nés des femelles immunisées; A lapereaux adoptés.
S+ injection d’extraits de sporozoites aux femelles allaitantes
S- pas d’injection de sporozoites.
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trés faible car les titres en anticorps
des lapereaux issus de méres traitées
ou non avec des extraits de sporozoites
étaient similaires. Cependant, quel que
soit le taux d'Ig observé chez le
lapereau, la maladie est exprimée de la
méme fagon: chute de gain de poids et
excrétion d'oocystes identiques. Ceci
confirme d'autres travaux montrant
que les anticorps sériques ne jouent
pas de rble majeur dans la protection
contre les infections & Eimeria, la
composante cellulaire étant trés
importante dans ce cas (HUGHES et al.,
1989).

En conclusion, cette étude a
démontré que linoculation répétée
d'oocystes d'une souche précoce
d'E.magna permet aux femelles
d'acquérir une immunité totale. Au
sevrage, les lapereaux inoculés
développent tous la maladie, au méme
degré, que leur mére soit immune ou
non. Compte tenu de la dose utilisée
pour linoculation d'épreuve des
lapereaux, une immunité transmise
méme faiblement aurait été détectée
car lexcrétion des témoins est
inférieure au maximum possible
(COUDERT 1989). Ainsi, que les méres
soient totalement immunisées ou non,
les lapereaux sont totalement sensibles
a la coccidiose au moment du sevrage.

Regu : 9 Février 1996.
Accepté :28 Mai 1996.
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