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Institut de Zoologie de Neuchatel

Relations immunologiques entre Bovins et Tiques, plus
particulierement entre Bovins et Boophilus microplus'

M. BROSSARD

Abstract

In the present investigation, it has been demonstrated that cattle become
resistant to ticks after several heavy infestations, particularly with B. microplus.
During development of the infestations, antibodies against salivary glands of
B. microplus were detected using 2 techniques: indirect immunofluorescence and
immunoelectrophoresis. There is a positive causal relationship between antibody
titer and resistance development.

Two precipitating systems against B. microplus in infested cattle and 7 systems
in immunized rabbits were studied. The systems 1 and 2 are similar in cattle and
rabbits, but system 2 does not show any specificity, as it has been detected in cattle
completely lacking tick infestations.

Two one-day-old calves were treated with the antigen of B. microplus by in-
jection of salivary glands and repeated infestations with a small number of larvae.
They developed a pronounced resistance to the usual subsequent infestations by
the ticks of the same species. Specific antibodies were found before the first usual
infestation. This suggests that they might be responsible for resistance.

Introduction

La tique du bétail, Boophilus microplus (Canestrini, 1887), provoque d’impor-
tantes pertes dans les cheptels d’Australie, d’Amérique du Sud et d’Afrique du Sud.
En effet, cet Ixodide transmet par sa salive des toxines et des agents pathogénes
(BARNETT, 1962). Dans ces contrées, on lutte contre cet ectoparasite par des acari-
cides. Ces substances sont parfois toxiques et instables. En outre, elles entrainent
I’apparition rapide de souches de tiques résistantes. Il est donc nécessaire de re-
chercher d’autres méthodes de lutte. Une prophylaxie par immunisation des hotes
pourrait étre envisagée. En effet, une résistance acquise se développe chez des ani-
maux de laboratoire expérimentalement infestés par les tiques Dermacentor
variabilis (TRAGER, 1939). Travaillant avec Rhipicephalus bursa, GFELLER (1971)
a montré que cette résistance semble associée a la présence d’anticorps formés
contre la salive des ectoparasites. Une protection de ce type a été également ob-
servée chez des bovins parasités par B. microplus (RIEK, 1962; HEWETSON, 1968;
HeweTsoN & NOLAN, 1968; ROBERTS, 1968a). Elle serait due a un état d’hyper-
sensibilité de la peau, engendré par la fixation, dans ce tissu, d’anticorps «sensi-
bilisants» (RIEK, 1962). En accord avec cette hypothese, BOESE (1974) décela des
anticorps homocytotropes chez des lapins résistants a la piqlire d’Haemaphysalis

1 Ce travail constitue un extrait de la premiére partie d’'une thése de la Faculté
des Sciences de I’Université de Neuchitel, réalisée sous la direction du Prof.
Aeschlimann a qui va toute notre gratitude.
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leporispalustris. Cependant, d’aprés RoBeRTs (1968 a), tous les bovins réfractaires
a B. microplus ne montrent pas une telle sensibilité cutanée.

Ainsi, le phénoméne de résistance acquise des hotes contre la piqgfire des tiques
parait complexe. Il est encore mal compris. Dans le présent travail, nous étu-
dierons quelques aspects des relations immunologiques entre les bovins et leurs
tiques. Pour ce faire, nous avons pu bénéficier du matériel Ciba-Geigy SA, en nous
pliant aux conditions exigées par lorganisation des tests acaricides. Ainsi, nos
études immunologiques ont-elles portées sur des animaux ayant subi 3 types
différents d’infestations expérimentales:

1) Les infestations de type I sont établies en particulier pour ’examen in vivo
de nouveaux acaricides?. Les animaux sont massivement parasités par B. micro-
plus (10 x 20.000 larves environ par bovin) et, pour les besoins du laboratoire et
en vue d’é¢conomiser les hotes, plus faiblement par les espéces R. bursa et
Amblyomma hebraeum.

2) Les infestations de type II, moins massives (14 x 8000 larves environ par
bovin), sont spécialement congues pour I’étude de I’évolution de la résistance
acquise. Dans ce cas, les animaux ne sont infestés que par B. microplus.

3) Les infestations de type I1II sont destinées a I’étude de l'influence de la
résistance acquise contre B. microplus sur des infestations ultérieures.

Mateériel et méthodes

1. Elevage et cycle des tiques

Tous les stades de B. microplus (espéce monophasique), R. bursa (espéce
diphasique et A. hebraeum (espece triphasique) sont nourris sur bovins unique-
ment, dans des étables climatisées (25 a 27 °C et 70 a 80% d’humidité relative).
Les hotes appartiennent a la race Simenthal, a la race Brune Suisse ou a la race
Aberdeen Angus-Simenthal. De sexe male ou femelle, ils sont généralement agés
de 6 2 9 mois (150 a 200 kg).

Aux cOtés de B. microplus, répandus sur tout le corps des animaux, les 2 autres
espéces sont nourries sur la queue seulement. Elles sont enfermées dans un sac de
nylon, maintenu & ses 2 extrémités par une bande adhésive Tesa.

Les durées des différentes phases des cycles des 3 espéces, ainsi que les condi-
tions optimales de leur élevage (humidité et température) sont portées dans le
tableau 1.

2. Infestations de type I (Fig. 1)

Les tests acaricides in vivo sont congus en fonction de la biologie de B. micro-
plus. L’action des acaricides doit étre connue sur chaque stade parasitaire de cette
espece. Le cycle de B. microplus dure 21 jours. Ainsi, 20 bovins (numérotés de
1 a 20) sont-ils infestés 10 fois durant 21 jours. Les derniéres récoltes seront donc
obtenues 21 jours plus tard, soit 42 jours apreés la premiére infestation. Les larves
actives, environ 20.000 par bovin et par infestation, sont placées a 3 endroits diffé-
rents sur leur dos: en avant, au milieu et en arriére de la colonne vertébrale. Elles
se répartissent ensuite sur toute la surface du corps.

2 Nous remercions la maison Ciba-Geigy SA, qui nous a permis d’utiliser ce
matériel et qui nous procura une aide financiére. Nous remercions plus particu-
lierement le Dr. Cl. Lambert qui nous a sans cesse soutenu de ces précieux
conseils.
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Tableau 1. Elevages et cycles
(J = Jours; T °C = Température en °C; HR% = Humidité relative en %)
B. microplus R. bursa A. hebraeum
J T°C HR% ] T°C HR% ] T°C HR%
Préoviposition 2-3 26 75-80 3-5 26 90-95 12env. 26 90-95
Embryogénése 21-28 26 90-95 30env. 26 90-95 30env. 26 90-95
Prénutrition larvaire  21-28 26 90-95 21-28 26 90-95 7 26 90-95
Repas larvaire A T 4-7
Postnutrition larvaire |
(mue) 16-25 14 env. 26 75-80
Prénutrition l 7-21 26 75-80
nymphale
Repas nymphal 20-30 ‘L 4-8
Postnutrition 42-56 26 75-80 21 26 75-80
nymphale (mue)
Prénutrition de 28-42 26 75-80 21 26 75-80
la femelle
Repas de la femelle 7-12 9-12
action sur:
g
g g :
S E 2
® . c =
jours
024 79o9n M61820 | ...
26 36 42
(AR SR O O O O O O
A 4
Traitement acaricide (jour 21)
< b4 >

10 infestations par BmL Récoltes des femelles
gorgées de Bm

Fig. 1. Infestations de type I et tests acaricides contre B. microplus. Les infesta-
tions sont répétées 10 fois (4) durant 21 jours, durée du cycle de cette espece
monophasique. Aprés le traitement, la quantité de femelles gorgées récoltées du-
rant les 21 jours suivants permet de mesurer I’action de I’acaricide sur les divers
stades évolutifs. Bm = B. microplus; BmL = larves de B. microplus.
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Les bovins infestés sont traités au moyen d’un spray, une seule fois 21 jours
aprés la premiére infestation, a raison de 2 animaux par substance. A ce moment,
les 3 stades évolutifs (larvaire, nymphal et imaginal) sont présents sur les hotes.
Apres le traitement, chaque groupe de 2 bovins est isolé dans un box afin d’em-
pécher I'interaction de substances volatiles ou des mélanges dans les récoltes de
tiques. Pour chaque essai, nous disposons d’animaux «controles» non traités, ayant
subi des infestations identiques.

A la fin de leur nutrition, les femelles gorgées de B. microplus se détachent
de I’hote. Elles sont retenues dans 2 tiroirs métalliques de type tamis, placés sous
chaque animal. Chaque matin, nous lavons les tiroirs au jet, afin d’éliminer les
déchets. Seules les femelles gorgées sont ramassées a la main par groupe de 2
bovins.

Les quantités de tiques récoltées pendant les 21 jours suivant le traitement
(Fig. 1) montrent donc l'action de ’acaricide sur chaque stade. Selon nos obser-
vations, les durées des stades évolutifs sont les suivantes: larves, 6 jours; nymphes,
10 jours; femelles adultes, 5 jours, soit un total de 21 jours.

Conjointement aux tests sur les tiques monophasiques, 1’action des substances
est observée sur les adultes de R. bursa et d’A. hebraeum mis a nourrir sur la
queue des hotes.

On étudie chez ces bovins I’évolution des protéines sériques et I’évolution des
anticorps circulants anti-salive de B. microplus par rapport aux infestations. Ce
sont surtout les animaux «contrdles» et les animaux avant I’application du traite-
ment acaricide qui servent & nos observations. Aprés le traitement, la diminution
du nombre des tiques permet également d’observer le comportement du titre des
anticorps.

3. Infestations de type I1

Deux bovins (Nos 21 et 22) sont parasités exclusivement par B.microplus et
ne sont pas traités par acaricides. Dés I’dge de 7 mois (jour 0 de I’essai) et une
fois par semaine, nous infestons chaque veau par environ 8000 larves. Nous répé-
tons ces infestations hebdomadaires pendant 14 semaines. Pendant les infestations,
nous récoltons chaque jour et pour chaque bovin, les femelles gorgées de B. micro-
plus. Ces animaux nous permettent de suivre I'évolution du phénomeéne de ré-
sistance.

4. Infestations de type II1

Les veaux Nos 23 et 24 ont subi un traitement préalable particulier avant
d’étre infestés, a ’dge de 7 mois, comme les animaux Nos 21 et 22:

— a la naissance, ils recurent chacun une injection sous-cutanée de 100 glandes
salivaires de femelles de B. microplus, disséquées les 19 et 20e jours de leur cycle
parasitaire. Ce méme jour, ils furent également chacun infestés par quelques cen-
taines de larves de cette espéce;

— 4 I'dge de 2 et 5 mois, ils furent a nouveau infestés chacun par quelques cen-
taines de larves.

Le but de cette derniere expérience est de déceler si un traitement précoce
par les tiques chez de jeunes animaux peut leur conférer une protection ultérieure
efficace contre de nouvelles infestations.

5. Dosage des protéines sériques

Les protéines sériques (albumines et globulines) sont séparées électropho-
rétiquement dans une membrane de cellulose par un courant de 6 a 10 mA, pen-
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dant 20 minutes. Chaque fraction est mesurée photométriquement. Le dosage des
protéines totales du sérum est réalisé par la méthode de Biuret et par mesure
photométrique a 546 nm.

6. Immunofluorescence indirecte

Nous tentons de mettre en évidence des anticorps formés contre la salive
des tiques par la technique d’AMBROISE-THOMAS (1969). L’antigéne est constitué
de coupes histologiques de glandes salivaires préparées au cryostat. Au moment du
prélevement de ces organes, 19 a4 20 jours aprés la fixation des larves, les tiques
commencent leur phase d’engorgement rapide. On admet que les glandes sali-
vaires sont trés actives a ce moment?. Les coupes (5 u d’épaisseur) sont conser-
vées a —20 °C. Le seuil de spécificité de la réaction est fixé expérimentalement a
la dilution de 1:20 des sérums a étudier. En effet, & cette dilution, les sérums de
13 bovins indemnes de tout contact avec les tiques, ne provoquent pas de fluores-
cence de l'antigéne B. microplus. Le sérum fluorescent anti-globulines de beeuf
(Institut Pasteur de Paris) est dilué a 5% dans du Bleu d’Evans (1: 10.000).

7. Immunoélectrophoreése

La détection des anticorps est aussi tentée par immunoélectrophorese, selon
une microméthode dérivée des techniques classiques de GRABAR et WILLIAMS
(1953) et SCHEIDEGGER (1955). L’électrophorése est pratiquée pendant 2 h 30 sous
une tension de 3V/cm dans le gel d’agarose. L’antigéne est préparé selon la
méthode utilisée pour les antigénes vermineux par BIGUET et al. (1965). Il est
employé & la concentration de 40 mg/ml. Les sérums & tester sont concentrés
3 fois.

8. Immunisation expérimentale de lapins

Des glandes salivaires fraiches de B. microplus sont broyées a raison de 60 mg
pour 0,2 ml d’eau distillée et de 2 ml de vaseline pour analyse. De I’huile de paraf-
fine est ajoutée par petites quantités jusqu’a 8 ml. Le mélange est émulsionné.
L’antigene est ensuite congelé et conservé a —-20 °C. Chaque semaine, 0,2 ml
d’antigéne, mélangé extemporanément avec 0,2 ml d’adjuvant complet de Freund
(Difco), sont injectés aux lapins par voie sous-cutanée. Les préléevements de sang
sont effectués 6, 7 et 8 semaines apres la premiére injection.

Resultats

1. Récoltes apres des infestations de type I

Les observations portent sur 20 bovins infestés et répartis en
10 groupes (Tableau 2). Les récoltes de femelles gorgées de B. micro-
plus sont exprimées en % du nombre total de larves femelles, mises a

3 Pour les techniques d’immunoélectrophorese et d’immunisation expérimentale
des lapins, les glandes salivaires (antigéne) sont aussi prélevées a ce stade d’en-
gorgement,
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Tableau 2. Récoltes de femelles gorgées de B.microplus aprés des infestations

de type I.

Groupe Nos des bovins Traitement Récoltes
1 1et?2 Contrdles; sans traitement 6%
2 Jet4 Contrdles; sans traitement 15%
3 Setéb Contrdles; sans traitement 18%

7 Contrdle; sans traitement
4 et -

8 Traitement
5 9 et 10 Traitement 0,2%
6 11 et 12 Traitement 1%
7 13 et 14 Traitement 3%
8 15 et 16 Traitement 5%
9 17 et 18 Traitement 5%
10 19 et 20 Traitement 7%

se nourrir pour chaque groupe de 2 bovins. Nous supposons une sexe-
ratio de 1/1, la moitié des larves étant considérée de sexe femelle,
I’autre de sexe male.

Dans tous les groupes de «contrdles», nous récoltons un nombre
relativement faible de femelles gorgées de B. microplus (6 a 18%).
Cependant dans les groupes de «traités», les récoltes sont généralement
encore plus faibles (0,2 a 7%). Cette diminution est sans doute princi-
palement due a [’action des acaricides.

Remarque: La récolte des tiques sur les bovins Nos 7 et 8 (groupe 4)
n’est pas indiquée. En effet, ’animal No 8 devint trés malade. On dut
le traiter par un acaricide d’efficacité connue au jour 34 de I’essai. L’in-
festation fut ainsi supprimée. Cependant par souci de clarté, ces bovins
sont aussi mentionnés dans le Tableau 2, car ils ont servi, avec les ani-
maux des autres groupes, soit a I’étude de I’évolution du taux des pro-
téines sériques, soit a celle du titre des anticorps formés contre la salive
des tiques (voir chapitres 2 et 3).

2. Evolution des protéines sériques aprés des infestations de type I

Les infestations des bovins et les récoltes journalieres de femelles
gorgées de B. microplus, les infestations par d’autres espéces et le
moment des traitements par acaricides sont représentés dans la Fig. 2.

Nous comparons le taux moyen des protéines sériques chez 10 bo-
vins (Nos 3 et 4; Nos 13 a 20) 7 jours avant la premiére infestation, au
taux observé 20 jours apres, c’est-a-dire juste avant les différents
traitements par acaricides (Tableau 3).
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00% contrbles
2000
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jours
9 14 28 42 56 14 k28 42 56
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Fig. 2. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus apreés des infestations de

type I (Groupe 2-contrdles; groupes 7 a 10, avec traitement; voir Tableau 2).

Bm = femelles gorgées de B. microplus.

4  =infestation par les larves de B. microplus (BmL).

A =infestation par d’autres espéces: RbL =larves de R. bursa; Rb=adultes
de R. bursa; AhL =larves d’A. hebraeum; AhN = nymphes d’A. hebraeum;
Ah = adultes d’A. hebraeum.

A - traitement acaricide.

Lors de 'infestation par les adultes d’A. hebraeum, les males se gorgent 3 jours
avant les femelles. En effet, pour cette espéce, la copulation intervient seulement
aprés un court repas des males. Deux fléches placées cote a cote (AA) symbolisent
ce fait (voir aussi les Figs. 4, 8 et 9). La substance utilisée pour traiter le groupe 10
s’est montrée inactive, ce qui explique le traitement du jour 26 par un acaricide
d’efficacité connue.

Tableau 3. Modification des protéines sériques par les infestations (*** p < 0,001;
** 0,001 <p <0,01; n=10)

Prot. tot. Albumines Globulines
a B ¥
g% g% g% g% g%
Jour -7 5,934+0,07 2,44+0,05 1,24+0,03 0,82+0,02 1,41+0,06
Jour 20 6,23+0,06 2,48+0,02 1,19+0,03 0,7740,02 1,79+ 0,06

%% * ok ok
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Le taux des albumines, o- et j-globulines n’est pas modifi€ par
'infestation®. Par contre, le taux des y-globulines est augmenté de
0,38 g/100 ml (p <€ 0,001). Les protéines totales sont augmentées d’au-
tant, leur taux s’éleve de 0,30 g/100 ml (0,001 << p < 0,01).

3. Evolution des anticorps circulants anti-salive de B. microplus
apreés des infestations de type I

Nous étudions I’évolution des anticorps circulants chez 9 bovins in-
festés: 5 contrdles sans traitement acaricide (Nos 1, 2, 5, 6 et 7) et
4 traités par acaricide (Nos 8, 9, 11 et 12).

3.1. Evolution du titre des anticorps révélés par la technique
d’immunofluorescence indirecte

a) Bovins «contrdles» des essais acaricides

Les infestations et les récoltes journalieres de femelles gorgées de
B. microplus, les infestations par d’autres especes et les évolutions du
titre des anticorps circulants des bovins Nos 1 et 2, 5 et 6, et 7 sont
représentées dans les Figs 3, 4 et 5 respectivement.

titre des
anticorps
1320 -,+-+—-+\
récoltes / \
Bm / N
1:160 & e
/ \
/ \

1:80{ {3000 \
N
2000 +~+—! F Y 5 \ i

1:40 1

1:20{ {1000 | ; e S — i
’ \ \\\
[ : S

0 14 28 42 56 70 84 112 140 168 196 228

HtH A jours
BmL

’ f bovin n®1

1 f bovin n®2 . __
RbL

Fig. 3. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus et évolution des anticorps
circulants révélés par la technique d’immunofluorescence indirecte (bovins Nos 1
et 2).

¢ Les évaluations statistiques sont effectuées selon le test de Student.
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titre des
anticorps
1320

récoltes
Bm
1:160 4000 "

180{ {3000 TZH. \__
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1:40 2000 /’ ‘+_+___+.__+\ \
N
\
1:20] 1000 i /S B
/ =
/ )
i/ \\&
0 14 28 42 56 70 84 112 140 168 jours
1 it
BmL
{Rb }ahL  bovin n°s
nAh bovin n°6 — ——

Fig. 4. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus et évolution des anticorps
circulants révélés par la technique d’immunofluorescence indirecte (bovins Nos 5
et 6).

titre des
anticorps
1:320
récoltes
Bm
1:160 ; T4°°°
1:.80 3000
140 2000 /
1:20 1000/- \

0 14 28 42 56 70 84 112 140 168 jours
1
BmL

!

Rb bovin n°7

Fig. 5. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus sur les bovins Nos 7 et 8
et évolution des anticorps circulants révélés par la technique d’immunofluores-
cence indirecte (bovin No 7). Pour les raisons indiquées a la page 5, ’évolution
du titre des anticorps du bovin No 8 sera représentée séparément sur la Fig. 9.
En outre, dés le jour 34 de I’essai, seules les récoltes effectuées sur le bovin No 7
sont représentées.

Bm = femelles gorgées de B. microplus.

4 =infestation par les larves de B. microplus (BmL).

A =infestation par d’autres espéces: RbL = larves de R. bursa; Rb = adultes de
R. bursa; AhL =larves d’A. hebraeum,; Ah = adultes d’4. hebraeum.
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Tous les animaux ont un titre d’anticorps nul avant d’étre infestés.
Nous décelons les premiers anticorps 14 jours apres le début de I'in-
festation par les larves de B. microplus chez 4 bovins, 18 jours apres
chez le cinquieme. En 4 et 7 jours, ces anticorps atteignent un titre
maximal chez les animaux 6 et 7, en 2 a 3 semaines chez les autres. Le
début de I’augmentation du titre des anticorps coincide avec la nutrition
des premicres femelles. Les réinfestations successives maintiennent un
titre élevé des anticorps. Ce titre baisse a la fin de l'infestation de
chaque animal et disparait 3 a 5 mois plus tard.

Sur la Fig. 6, nous représentons ’évolution moyenne du titre des
anticorps circulants anti-salive de B. microplus des 5 bovins sus-men-
tionnés. Nous reconnaissons sur la courbe les différentes phases sui-
vantes:

1) Période de latence.

2) Elévation du titre des anticorps.

3) Palier maximal du titre des anticorps.
4) Baisse du titre des anticorps.

titre des
anticorps

+1:320
+1:160
11:80

11:40

1
11:20 \
1

O 14 28 42 56 70 84 112 140 168  jours

baisse

eousle|
uoneAs|s
Joljed

Fig. 6. Evolution moyenne du titre des anticorps circulants chez 5 bovins.

Jusqu’au point du jour 49, les sangs ont été prélevés strictement au jour donné.
Pour les 3 derniers points, nous avons calculé les moyennes avec les sangs récoltés
aux jours 63 a 68, respectivement 92 a 98 et 151 a 159 (voir Figs. 3 a 5).
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Fig. 7. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus et évolution des anticorps
circulants révélés par la technique d’immunofluorescence indirecte (bovin No 9).
Comme décrit en détail dans le texte, les récoltes Bm ont été faites sur 2 bovins
tandis que la courbe des anticorps ne résulte que du bovin No 9.

b) Bovins traités par acaricides

Les infestations et les récoltes journaliéres de femelles gorgées de
B. microplus, les infestations par d’autres especes et les évolutions du
titre des anticorps des bovins Nos 9 et 10, 11 et 12, et 8 sont repré-
sentées dans les Figs 7, 8 et 9 respectivement.

Bovins Nos 9 et 10 (Fig. 7)

Les récoltes de femelles gorgées de B. microplus pour les 2 bovins
Nos 9 et 10 sont représentées sur la Fig. 7. Cependant, I’évolution du
titre des anticorps n’est étudiée que pour le bovin No 9. Les faibles
récoltes de tiques s’accompagnent de titres d’anticorps faibles (1:20)
chez ce bovin. Ceux-ci sont identifiés 18 jours apres le début de I'in-
festation et ne sont plus mis en évidence 1 mois plus tard.

Bovins Nos 11 et 12 (Fig. 8)

Chez les bovins Nos 11 et 12, les anticorps sont démontrés au plus
tot 14 jours apres la premicre infestation par les larves de B. microplus.
Leur titre s’éleve rapidement, alors que les premieres femelles sont ré-
coltées. Par le traitement acaricide, I'infestation des bovins baisse sen-
siblement. Parallelement, le titre des anticorps diminue immédiatement
(bovin No 12) ou aprés un palier d’'une semaine (bovin No11). Les
anticorps ne sont plus décelés 3 mois et demi (bovin No 11) et 4 mois
et demi (bovin No 12) apres leur apparition.
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Fig. 8. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus et évolution des anticorps
circulants révélés par la technique d’'immunofluorescence indirecte (bovins Nos 11

et 12).

Conclusions: On observe un parallélisme entre les infestations et
’évolution des anticorps anti-salive de B. microplus. L’interruption des
infestations par 'emploi d’acaricides provoque d’une part une baisse du
titre des anticorps, d’autre part leur disparition plus rapide.

Bovin No 8 (Fig. 9)

Remarque préliminaire: Pour les raisons évoquées a la page 20, les
récoltes de femelles gorgées de B. microplus effectuées sur les bovins
Nos 7 et 8 sont représentées jusqu’au jour 34 de I'essai (Fig. 9).

Chez le bovin No 8, nous relevons les premiers anticorps 21 jours
apres le début des infestations par B. microplus. Ensuite, le titre
s’éleve. Cette augmentation se poursuit pendant les 8 jours suivant le
traitement. Apres un palier de 3 semaines, le titre des anticorps baisse.
Ils ne sont plus révélés 4 mois apres leur apparition. Dans ce cas par-
ticulier, la suppression des ectoparasites par traitement acaricide se
double d’une augmentation du titre des anticorps. Le traitement pro-
voque-t-il chez les tiques fixées une sécrétion massive de salive, ou les
nombreux anticorps, formés avant le traitement tardif (jour 34 de
I'essai), ne sont-ils plus utilisés dans la réaction antigéne-anticorps, par
défaut d’antigéne? Il est impossible pour l'instant de donner une ex-
plication définitive au phénomene obervé.
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Fig. 9. Récoltes des femelles gorgées de B. microplus et évolution des anticorps
circulants révélés par la technique d’'immunofluorescence indirecte (bovin No 8).
Les récoltes de Bm ont été effectuées sur les bovins Nos 7 et 8 jusqu’au jour 34 de
I’essai. A ce jour, I'animal No 8 fut traité par un acaricide d’efficacité connue
pour les raisons déja indiquées a la page 20.

Bm = femelles gorgées de B. microplus.

4 = infestation par les larves de B. microplus (BmL).

A = infestation par d’autres espéces: AhN = nymphes d’A. hebraeum;
Ah = adultes d’A. hebraeum.

A - traitement acaricide.

Sérum de lapin
o [ i contréle
Antigéne Bm B =g
Emm e anti-Bm

'

7543 2 16

Fig. 10. llustration de I'essai immunoélectrophorétique utilisé. Anti-Bm = expé-
rimentalement immunisé contre les glandes salivaires des femelles de B. microplus.

3.2. Evolution des anticorps révélés par la technique
d’immunoélectrophorese

Remarque préliminaire: Un immunsérum expérimental de lapin anti-
B. microplus, prélevé a la 7e semaine d’'immunisation, contient le plus
grand nombre de précipitines, c’est-a-dire 7 (Fig. 10). Un lapin «con-
trole» présente le systeme précipitant No 2. Dans les sérums de bovins
infestés par les tiques, nous décelons au maximum 2 systemes précipi-
tants, comparables aux systemes 1 et 2 du lapin. Le systeme précipitant
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Tableau 4. Evolution des précipitines 1 et 2 lors d’infestations de type I.
Le chiffre 0 signifie qu’aucune précipitine ne fut observée (Inf. = Infestations;
Trait. = Traitement)

Nos. des bovins

a) Controles b) Traités
Jours 1 2 5 6 7 8 9 10 11
-3 0 2
-1 2 0 2
0 (Inf.) 2 0 2
7 2 2 2, 0 2 2
11 2 2 2
14 2 2 2 2 2 2 2 2 2
18 2 0 2 2 2 2 2 7 2
21 2 0 2 2 2 ) Trait.2 2 2
27 1;2 1;2 "
23 1;2 2 2 2 2

(Trait.)

35 1;2 1;2 1;2 2 1;.2 1;2 2 2
39 1:2
42 1:2 L2 T 2 1z 2 1;2 2 2 2
49 1:2 1;2 0 1:2 1;2 2 2
56 2
63 1;2 2 2 2
67 1;2 1;2
68 2 1,2
78 1;2 122 2
&3 2 2
92 2
96 1;2 1;2
98 2 2 2 2
119 2 2 2 2
125 1;2 2
127 2
131 2 2
151 2 2
152 2
159 2 2 2 2
181 2 Z
182 2 0
187 2 2 2

No 2 est sans doute non spécifique. En effet, il est aussi mis en évi-
dence chez certains bovins avant toute infestation par les tiques (voir
ci-dessous). Ce n’est cependant pas un précipité du type substance C,
protéine anti-C. En effet, 'épreuve a la solution basique 5% s’est ré-
vélée négative.

Les évolutions des anticorps précipitants sont portées dans le
Tableau 4,
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Fig. 11. Précipitine No 1 de bovin. Le principe de la méthode est celui décrit
par GRABAR et WiLLIAMS (1953): voir la description exacte dans le texte.

a) Bovins «controles» des essais acaricides

La précipitine No 1 (Fig.11) n’est pas détectée chez les 5 bovins
examings, avant toute infestation par les tiques. A ce moment, le sys-
teme précipitant No 2 est présent chez 3 des 5 animaux. Nous décelons
la précipitine No 1, 27 ou 28 jours apres le début de l'infestation par
les larves de B. microplus des bovins Nos 1, 2 et 5, 35 et 42 jours apres
chez les bovins Nos 7 et 6 respectivement. La persistance de cet anti-
corps est variable de cas en cas. Chez le bovin No 1, nous le détectons
encore 125 jours apreés la premiére infestation, soit plus de 2 mois apres
que la derniere tique se soit nourrie. Au contraire, chez I’animal No 5,
nous ne le mettons plus en ¢évidence déja quelques jours avant la fin de
I'infestation. Le systeme précipitant No 2 est présent dans la quasi to-
talité des sérums, sans rapport évident avec l'infestation des animaux
par les tiques.

b) Bovins traités par acaricides

La précipitine No 1 n’est pas mise en évidence chez les bovins traités
par des acaricides. Le bovin No 8, traité tardivement (voir page 20), fait
pourtant exception. Cing et 6 semaines apres le début de I'infestation,
cette précipitine est détectée. Le systeme précipitant No 2 est par contre
généralement présent,
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4. Evolution du phénomene de résistance aprés des infestations
de type Il

Les évolutions des récoltes de femelles gorgées de B. microplus
sont représentées dans la Fig. 12a et b. Les bovins Nos 21 et 22 sont
infestés selon la méthode décrite a la page 18. Ainsi, chaque animal est
parasité chaque semaine par les larves provenant de 4 pontes de
B. microplus (environ 8000 larves). Pour atténuer les erreurs, décou-
lant des différences probables du nombre de larves entre chaque infesta-
tion, les récoltes de femelles gorgées sont représentées par période de
2 semaines. Elles sont exprimées en % du nombre de larves femelles.
mises a se gorger pour chaque période. Nous supposons une sexe-ratio
de 1/1. Le groupe n’étant constitué¢ que de 2 bovins, nous ne proceé-
derons pas a I’évaluation statistique des résultats.

a) Bovin No 21 (Fig.12a)

Durant le premier mois de récolte, ce veau devient plus susceptible
aux tiques. En effet, le nombre de femelles gorgées augmente de 22 %
de la premiére a la deuxieme récolte, puis diminue de 50% au cours de
la troisieme. Apres une augmentation des récoltes de 12% durant les
2 périodes suivantes, celles-ci baissent a nouveau a 28% durant les
2 derniéres.

b) Bovin No 22 (Fig.12b)

Durant les 2 premieres périodes, I'importance des récoltes augmente
de 12%. A la troisieme récolte, le nombre de femelles gorgées est
diminu¢ de 26%. Apres une nouvelle augmentation de 12% a la
quatrieme, les récoltes ultérieures baissent régulierement. La derniere
récolte est inférieure de 38% par rapport a la plus importante (64%).

Malgré une courbe des récoltes en dents de scie, on observe chez ces
2 bovins une diminution régulicre du nombre des femelles gorgées au
fur et a mesure qu’augmente le nombre des infestations.

5. Récoltes chez 2 bovins immunisés préalablement aux infestations
selon la méthode décrite page 18 (infestations de type I1I)

Les évolutions des récoltes de femelles gorgées de B. microplus sont
aussi représentées par période de 2 semaines pour les bovins Nos 23
et 24 (Fig. 12 c et d), comme pour les bovins Nos 21 et 22.

a) Bovin No 23 (Fig. 12¢)

Remarque: Les 3 infestations préalables par quelques centaines de
larves de B. microplus ont produit respectivement 66, 347 et 91 fe-
melles gorgées.
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Tableau 5. Résistance, infestations de type Il et III

A. Infestations de B. Infestations de
type 11 type 1II
Bovins No 21 22 23 24
Récoltes en % durant 50 51 19 8
8 semaines
Moyenne 50,5 13,5
Gain de résistance 37%

Pour les 5 premieres réinfestations, les récoltes sont comprises entre
25 et 12%. Ce veau meurt pendant la sixieme récolte d'un cedeme
pulmonaire suraigu.

b) Bovin No 24 (Fig. 12 d)

Remarque: Les 3 infestations préalables par quelques centaines de
larves de B. microplus ont produit respectivement: 530, 277 et 39 fe-
melles gorgées.

Pour les 4 premieres réinfestations, les récoltes sont faibles sur ce
bovin (11 a 5%). Ce veau meurt durant la cinquieme récolte d’hépatite
avec bronchopneumonie.

Par suite de la mort prématurée des bovins Nos 23 et 24, nous ne
tiendrons compte dans nos conclusions comparatives des infestations
de type II et 111, que des résultats enregistrés au cours des 4 premieres
récoltes (Tableau 5).

Chez les bovins Nos 21 et 22, nous récoltons 50,5% de femelles gor-
gées et 13,5% seulement sur les bovins Nos 23 et 24. Ainsi par l'in-
jection de glandes salivaires a la naissance des veaux et par les 3 petites
infestations préalables, nous augmentons la résistance de ces animaux
de 37% contre les femelles de B. microplus.

6. Evolution des anticorps circulants anti-salive de B. microplus
apres des infestations de type Il et 111

Nous étudions I’évolution des anticorps chez les 4 bovins Nos 21 a
24 (Fig. 12a a d).

a) Bovins Nos 21 et 22

Avant le début de I'infestation des bovins, nous ne détectons aucun
anticorps. Chez le bovin No 21, les anticorps «fluorescents» sont dé-
celés lorsque les premieres femelles de B. microplus finissent leur cycle
parasitaire. Le titre augmente a 1:160 au début de la récolte maximale.
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Ce titre élevé persiste jusqu’au commencement de la forte baisse des
récoltes. Il coincide avec la présence de la précipitine No 1. Il diminue
ensuite au titre de 1:80, puis de 1:40. Celui-ci se maintient alors
durant la fin de [l'infestation. Chez le bovin No 22, les anticorps
«fluorescents» sont déja décelés 7 jours apres la premiere infestation
(1:20). Le titre augmente a 1:80 au début de la premiere récolte.
Durant l'infestation, le titre varie entre 1:160 et 1:40. La precipitine
No 1 est révélée tardivement, c’est-a-dire des le 92e jour apres la pre-
miere infestation. Nous vérifions encore sa présence le 114e jour,

b) Bovins Nos 23 et 24

Les premiers anticorps «fluorescents» sont détectés environ 1 mois
apres la naissance des 2 veaux. Ils sont formés contre l'infestation
initiale de larves et l'injection sous-cutanée de glandes salivaires de
B. microplus, traitement effectué a la naissance des animaux. Chez le
bovin No 23, le titre de 1:40 des anticorps «fluorescents» est maintenu
par 2 autres infestations de rappel jusqu’au début des infestations heb-
domadaires. La précipitine No 1 est décelée par 2 fois durant les 7 pre-
miers mois de la vie de cet animal. Chez le bovin No 24, les 2 petites
infestations de rappel stimulant également la synthese des anticorps
«fluorescents». Ceux-ci, moyennant quelques variations dans leur titre,
sont toujours présents au début des infestations hebdomadaires et
7 jours avant la premicre, le titre de ces anticorps est de 1: 80. Lors des
2 premiers mois de la vie de cet animal, la précipitine No 1 est déja
présente. Durant les infestations hebdomadaires, le titre des anticorps
reste stable (1: 80 ou 1:40) chez les 2 animaux. Dans les 2 cas, la pré-
cipitine No 1 est aussi présente 36 ou 49 jours apres le début de ces
infestations.

Discussion

1. Infestation de type 1

Dans les controles des essais «acaricides», de nombreuses femelles
de B.microplus ne terminent pas leur cycle parasitaire, lors de la pre-
micre infestation des bovins déja (voir Figs 2, 3 et 4). Pourtant, les
animaux sont entravés par un harnais (SNOwWBALL, 1956). Ils ne peuvent
donc détruire les ectoparasites par frottement, lechage et coups de
queue. Les pertes observées sont sans doute dues a d’autres phéno-
menes. Ainsi avec RIEK (1962), on pourrait admettre 'existence d’une
certaine résistance naturelle de I'hdte contre la piqlre des tiques.
Cependant, nos travaux montrent que la durée assez longue du cycle
parasitaire de B. microplus (environ 21 jours) engendre le développe-
ment d’une réponse immunologique protectrice contre les ectoparasites
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Fig. 12. Infestations de type II et III: Récoltes des femelles gorgées de
B. microplus et évolution des anticorps circulants.

Bm = femelles gorgées de B. microplus.

® =injection de glandes salivaires + infestation par quelques centaines de larves
de B. microplus.

« =infestation de rappel par quelques centaines de larves de B. microplus.

4 =infestation hebdomadaire par les larves de B. microplus.

; = présence des précipitines Nos 1 ou 2. 0 = absence de précipitine.

Les récoltes Bm en % se rapportent au nombre de larves femelles mises a se
gorger par période de 2 semaines. La ligne continue représente I’évolution des anti-
corps circulants révélés par la technique d’immunofluorescence indirecte.

de la premiere infestation déja. C’est d’ailleurs aussi ’avis de ROBERTS
(1968 a). Dans le cas des bovins traités par acaricides, la baisse des
récoltes est évidemment due a I'action des substances mais a laquelle
s’ajoute peut-€tre une réaction immunitaire des hotes. Nous observons
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en effet une élévation du taux moyen des y-globulines sériques durant
les 3 premiéres semaines d’infestations chez 10 bovins. Cette augmen-
tation est sans doute due a la formation d’anticorps contre la salive des
tiques. Par les techniques d’immunoélectrophorese et d’immuno-
fluorescence, la présence d’anticorps circulants est d’ailleurs démontrée
chez les bovins infestés.

Comme dans le cas de certaines endoparasitoses (AMBROISE-
THoMAS, 1969), le titre des anticorps «fluorescents» évolue selon dif-
férentes étapes: période de latence, élévation, palier et diminution. La
durée du temps de latence peut étre influencée par la quantité et la
qualité antigénique de la salive injectée pendant le repas des ectopara-
sites. Ainsi GFELLER (1971) montra une activité antigénique maximale
des glandes salivaires d’adultes de R. bursa le troisieme jour de leur
nutrition sur lapins. Quant & TATCHELL (1967 a), il préleva d’impor-
tantes quantités de salive juste avant le stade d’engorgement rapide des
femelles de B. microplus. Cette augmentation d’activité des glandes sali-
vaires provoque probablement I’élévation du titre des anticorps et
ceux-ci protegent les bovins contre la piqire des tiques. Ils empéche-
raient la nutrition, des larves surtout, par la neutralisation d’enzymes
digestives (ROBERTS, 1968 a et b). D’autre part, une réaction d’hyper-
sensibilité de la peau se développerait aussi et génerait la fixation des
ectoparasites (RIEK, 1962). Dans nos expériences, les anticorps sont en
général déja détectés avant la fin du cycle parasitaire des tiques de la
premiére infestation. Les faibles récoltes constatées d’emblée (voir ci-
dessus) trouveraient ainsi une explication.

L’élévation du titre des anticorps au moment de la nutrition des pre-
miéres femelles de B. microplus pourrait donc ¢tre due a leur salivation
abondante a ce stade. Cette explication reste cependant hypothétique
car les glandes salivaires éliminent surtout une forte quantité d’eau et
de ions au cours de la phase finale du repas sanguin (TATCHELL, 1967 b).
11 serait plus logique d’admettre dans notre systeme d’expériences, que
les stimuli antigéniques sont constamment renouvelés par la nutrition
des divers stades évolutifs des infestations ultérieures. Le titre des anti-
corps reste ainsi €levé.

Les bovins ne forment qu’une précipitine (No 1) contre la salive de
B. microplus, le systeme précipitant No 2 €tant sans doute non spéci-
fique. On pourrait supposer l'existence de communautés antigéniques
importantes entre 'antigéne «tique» et le tissu «bovin». Cette parenté
résulterait d’une longue adaptation de B. microplus a son hote domes-
tique, le bovin. Au contraire, le lapin, hote expérimental réagirait plus
fortement a la salive des tiques. En effet, 'immunsérum préparé avec
B. microplus contient au minimum 7 systemes précipitants. GFELLER
(1971) a également mis en évidence 7 précipitines chez des lapins para-
sités par les adultes de R. bursa.
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2. Infestations de type I

Dans ce type d’infestations, les bovins parasités par B. microplus
seulement ne sont pas traités par acaricides. Chez les 2 animaux étu-
dies, 'acquisition de la résistance aux tiques est progressive. Les anti-
corps «fluorescents» peuvent apparaitre rapidement apres la premiére
infestation. Ils sont alors formés contre les stimuli antigéniques des
stades immatures, en particulier contre les larves de B. microplus. En
effet, 7 jours apres le début de l'infestation, plus du 50% des larves se
sont déja gorgées (HITCHCOCK, 1955).

3. Infestations de type 111

Chez les bovins «immunis€s», la présence d’anticorps circulants
anti-salive de B. microplus provoque une diminution sensible du
nombre de femelles gorgées deés la premicre infestation hebdomadaire.
Ainsi, ces anticorps, ou du moins une partie d’entre eux, assureraient
I’apparition d’une résistance précoce chez ces animaux. Cette obser-
vation confirme les expériences de TRAGER (1939). En effet, cet auteur
protégea des animaux de laboratoire contre I’espéce D. variabilis par
transfert passif d’'immunsérum.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit zeigt der Autor, dass Rinder nach mehreren
massiven Befallen mit Zecken, insbesondere mit Boophilus microplus-Larven,
gegen diese Zecken resistent werden. Wiahrend des Befalls konnen beim Rind
mit Hilfe zweier Methoden (der indirekten Immunofluoreszenz und der Immuno-
elektrophorese) Antikorper gegen B. microplus Speicheldriisen nachgewiesen wer-
den. Zwischen der Entwicklung des Antikorpertiters beim Wirt und dem Ein-
treten des Resistenzphdnomens herrscht also ein enger Zusammenhang.

Gegen B. microplus hat man 2 Prizipitationssysteme beim infizierten Rind
und 7 beim experimentell immunisierten Kaninchen nachweisen kénnen. Die Pri-
zipitationssysteme Nr.1 und 2 des Rindes sind mit dem entsprechenden des
Kaninchens vergleichbar. System Nr. 2 ist nicht spezifisch, da es auch bei Rindern
gefunden wird, die nie von Zecken befallen wurden.

Zwei Kilber, die bei ihrer Geburt mit dem Antigen von B. microplus behan-
delt werden (Einspritzungen von Speicheldriisen und mehrmaliger Befall mit
einer kleinen Anzahl Larven), weisen bei spdterem Befall mit Zecken der glei-
chen Spezies eine deutliche Resistenz auf. Man hat festgestellt, dass diese Tiere
bereits vor dem ersten Wiederbefall spezifische Antikorper besitzen. Das weist
darauf hin, dass diese AntikOrper fiir die Resistenzentwicklung verantwort-
lich waren.
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