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Chez les mammieres, le contrble de la rdsistancelsensibilitd aux salmonelloses est polyghique. Plusieurs gBnes ont cepen- 
dant 6t6 identifies chez la souris. Parmi ceux-ci, le gBne Nramp contrble 6galement l'Qtape prdcoce de la multiplication d'autres 
agents pathogenes intracellulaires tels que les Mycobacteria et les Leishmania (Vidal et al, 1995). Un equivalent du gene 
Nramp a 6t6 c l o d  chez le mouton. Son effet sur une infection par une souche vaccinale de Salmonella abortusovis fait I'ob- 
jet d'une analyse familiale portant sur 30 familles comportant chacune 40 &mi-Wres & @res. Des agneaux d'environ 100 jours 
ont Ct6 vaccinks avec la souche S. Abortusovis Rv6 et leur sang, leur rate et leurs ganglions prdlev6s 10 jours plus tard lors 
de l'abattage afin de mesurer les niveaux de colonisation bacterienne de ces organes, le niveau de la rbponse anticorps, et 
de les typer pour un certain nombre de marqueurs gdnbtiques. L'hdritabilitb des diffdrents crithres retenus est de I'ordre de 
0,2 A 0,4 et la plupart des corr6lations g6ndtiques sont hautement significatives, suggdraut que certains genes pourraient con&& 
ler il la fois la dponse anticorps et la persistance & la souche vaccinale dans les ganglions. L'effet du gene NRAMP et l'iden- 
tification des fragments de chromosomes qui sont impliquds dans le contr6le gdnbtique de l'infection vaccinale sont en cows 
d'analyse A l'aide de marqueurs gbndtiques. 
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In mammals, a number of host genes are controling the evolution of the Salmonellae infectious process. Among them, the 
mouse Nramp gene also controls the early infectious step of other intracellular pathogens such as Mycobacteria, and 
Leishmania. (Vidal et al1995). An equivalent of the mouse Nramp gene has been cloned in sheep. Its effect on a Salmonella 
abortusovis infecion with a live vaccine is presently measured by means of a familial analysis performed on 30 sires fami- 
lies of 40 half-sibs. Lambs which were around 100 day old were vaccinated with the vaccinal S. abortusovis strain Rv6 and 
their blood, spleen and popliteal lymph nodes were sampled at slaughtering 10 days later for the measurement of bacterial 
colonization and antibody responses, and for their DNA typing. The heritabilities of the different host susceptibility cri- 
terion~ which have been retained are in the 0.2-0.4 order of magnitude and several of the genetic corelation are highly signi- 
ficant, suggesting that some genes might control both the antibody response and the bacterial persistency in lymph nodes. 
The NRAMP effect and the identification of the chromosomal fragments (QTL) which are involved in the genetic control 
of the vaccine survival in organs are currently analysed by means of genetic markers. 



INTRODUCTION 
Les salmonelles sont des bactkries intracellulaires faculta- 
tives responsables de nombreuses pathologies (fikvres 
typho'ides, infections aigues ou chroniques, syndr6mes res- 
piratoires, avortements, ent6rites. . .) chez l'homme et les ani- 
maux. Elles reprbsentent un problkme mondial Ctant donne 
les pertes qu'elles provoquent chez les animaux domes- 
tiques et leur transmission possible B l'homme B partir de 
troupeaux infect&. 
Chez les animaux domestiques les moyens de lutte dont 
nous disposons sont souvent insuffisants : les mesures 
d'hygikne ne sont pas toujours applicables, les vaccins 
vivants sont efficaces mais ne concernent qu'un nombre 
limit4 de sbrotypes, les vaccins tues induisent une protec- 
tion insuffisante. La selection d'animaux rdsistants consti- 
tuerait un moyen de lutte complbmentaire, peu onCreux, 
et susceptible de limiter les pertes animales et la trans- 
mission B l'homme. 
Chez la souris, le contr8le g6nCtique de la rbsistance h l'in- 
fection salmonellique est polygenique. Plusieurs gbnes 
contr6lant l'une ou l'autre des phases pathogdniques de 
l'infection ont Ctb identifids. Ainsi, la multiplication prd- 
coce des salmonelles dans la rate et le foie est contr61Ce par 
un gene autosomal dominant localid sur le chromosome 1, 
le gene Ity (Plant et Glynn, 1979). 
Un gbne candidar pour le gene Iry, le gkne Nramp (Natural 
resistance-associated macrophage protein) a rkcemment 
6tC clone chez la souris (Vidal et al., 1993 ; Barton et al., 
1994) puis chez l'homme (Cellier et al., 1994). I1 code 
pour une protkine transmembranaire du macrophage. Une 
mutation de ce gbne a pu &tre associCe au phenotype sen- 
sible de certaines lignees murines. Le gene Nramp contrb- 
le Cgalement la rksistance B Leishmania donovani et la 
resistance B differentes esfices de mycobactCries (Vidal et 
al, 1995)' ce qui lui conere une valeur de m d l e  et un int4- 
rQt Cconomique potentiel certain puisque il participe au 
contrdle de trois groupes d'agents pathoghnes majeurs. 
Notre demarche a consist6 B ddmontrer la possibilit4 de 
transposer en partie les comaissances acquises chez la sou- 
ris aux ruminants domestiques, en utilisant l'infection des 
ovins par Salmonella abortus ovis comme modele. La 
mesure de l'effet du ghne NRAMP et la recherche d'autres 
genes impliques dans le contrdle gCn6tique de la rksistan- 
ce des ovins B l'infection par Salmonella abortusovis font 
l'objet d'une expCrimentation en cours. 

1. CHOIX D'UN MODELE D'INFECTION 

Chez les ovins, l'infection cf Salmonella abortusovis se 
manifeste essentiellement par des avortements et une mor- 
talitt neonatale ClevCe (Pardon et al., 1988). Afin de lutter 
contre cette maladie, un vaccin vivant a dtC mis au point au 
laboratoire et s'avkre efficace sur le terrain (Pardon et al., 
1990). Mais les ovins reprksentent un modhle pour les 
ruminants d'autant plus ingressant que, c o m e  les caprins 
et les bovins, ils sont Cgalement sensibles B plusieurs sCro- 
types de salmonella et B d'autres batteries intracellulaires 
susceptibles d'btre contrdlees par le gbne NRAMP 
(Mycobact4ries ...). De plus, S. abortusovis offre l'avantage 
sur le plan exp6rimental de n'&tre pathogene ni pour l'hom- 
me ni pour les autres animaux domestiques. 

1.2. VARIABILIT~E DE LA R~~SISTANCE A L'INFECTION PAR 
S. ABORTVSOVIS 

Une infection expkrimentale par S. Abortusovis rCalis6e sur 
de jeunes agneaux issus de 7 races ovines a permis de metue 
en Cvidence la conformit6 du schCrna pathogbnique observk 
avec celui que nous avons 6laborC chez la souris. Un effet de 
la race sur la plupart des variables mesurbes et une variabi- 
lit6 individuelle importante, Cquivalente B celle que l'on 
peut observer entre diffhrentes lignees de souris consan- 
guine~, a btk observCe. Ces rhsultats suggCraient que nous 
pouvions raisonnablement envisager l'hypothese d'un gene 
majeur contrdlant l'infection par Salmonella chez les rumi- 
nants domestiques (Lantier et al, 1990). 

Chez les animaux domestiques, 1'Ctude du contrdle gCnC- 
tique de la resistance B l'infection nCcessite des effectifs 
importants. L'inoculation d'une souche virulente devant 
Cue r6alisCe dans le cadre de bgtiments protCg6s, les effec- 
tifs utilisables sont limites. L'utilisation d'un vaccin vivant 
?t virulence attCnu6e permet de travailler sur des effectifs 
plus importants dans le cadre de troupeaux d'elevage. 
Nous avons donc montrC, clans. un premier temps chez la 
souris, que la persistance d'une infection par la souche 
vaccinale S. abortusovis Rv6 est Cgalement contrblke par 
le gbne Iry et qu'elle est corrCl6e avec une rCponse immu- 
nitaire humorale et cellulaire plus intense (S. Bernard et al, 
1992). Un modhle d'infection par la souche vaccinale 
S. abortusovis Rv6 a donc BtC mis au point chez les ovins 
et appliqut B la comparaison de plusieurs races ovines. 
L'Ctude de la cinbtique de l'infection dans les differents 
organes a montre qu'un effet de la race et une variabilitt 
importante peuvent btre obsemts 10 jours apres l'injec- 
tion par voie intraveineuse de la souche vaccinale, tant au 
niveau de la colonisation des organes (rate et ganglions), 
qu'au niveau de la rCponse anticorps. Ces critbres de 
mesures de la rCponse B une vaccination ont 6tC utilisks 
comme des prkdicteurs potentiels de la r6sistancelsensibi- 
lit4 des ovins B l'infection salmonellique. 11s devront Qtre 
valid& par l'infection par une souche virulente d'animaux 
considCrCs cornrne sensibles ou rCsistants. 

2. AVANC~ES EN GEN~TIQUE MOL~CULAIRE : 
UNE D~MARCHE DE CARTOGRAPHIE 
COMPAREE 

2.1. MISE EN $VIDENCE DE LA CONSERVATION CHEZ LES 
OVINS DE LA R$GION CAROMOSOMIQUE CORRESPONDANT 
AU G ~ N E  MURIN ZTY. 
L'utilisation d'hybrides somatiques hamster-mouton four- 
nis par N. Saldi-Mehtar (UniversitC d'Oran, AlgCrie) a per- 
mis &assigner sept genes (CTLA4, FN1, INHA, TNPl,VILl, 
PAX3 et CHRNG) de la region correspondant au gbne murin 
Ity au meme groupe de syntbnie chez les ovins (Tabet-Aoul 
et al, 1995). Ce groupe de syntenie est Cgalement conservC 
chez la chbvre et les bovins (Solinas -Told0 et al, 1995 ; 
Montgomery et al, 1995, Eggen and Fries, 1994). 

2.2. LOCALISATION DE LA R$GION CONSERV~E SUR LE CERO- 
MOSOME 2 OVIN 

L'amplification d'un fragment du gkne TNPl a 6t6 tentCe 
B partir de chromosomes triCs par cytombtrie de flux (four- 
nis par le laboratoire d'E. Tucker ; Cambridge, GB). Cette 
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rbaction a rCvb16 le fragment attendu sur l'bchantillon cor- 
respondant au chromosome 2 ovin (Pitel et al, 1994), dont 
lYidentitC a btk confirmbe par "Chromosome painting". 
Cette assignation a bt6 confirmbe par l'hybridation in situ 
du gbne NRAMP (cf infra) qui a Cd localis6 dans la rbgion 
q4.1-q4.2 du chromosome 2 (Pitel et al, 1995). 

2.3. CLONAGE DU G ~ N E  N W M P  OVIN ET OBTENTION DE 
MARQUEURS POLYMORPHES 

Un fragment de 2169 paires de bases de l'kquivalent ovin 
du gene murin Nramp a kt6 clone (Pitel et al, 1995). 
L'examen de la sequence exonique de 361 paires de bases 
conduit h un taux d'homologie de 87% entre les espbces 
ovine et murine, ce qui confirme la grande conservation de 
ce gbne. Toutefois nous ignorons encore si ce gkne prksente 
ou non un polymorphisme chez les ovins et s'il est impli- 
quk dans la dsistance des ovins i l'infection par Salmonella. 
Ces questions seront abordees grace l'expkrimentation 
actuellement mise en place. Celle-ci necessitant des mar- 
queurs polymorphes les plus proches possibles du gbne 
dont l'effet sera mesure, la recherche de sequences micro- 
satellites au voisinage du fragment clone a btb poursuivie 
en priorid. L'obtention de ce type de marqueurs est en 
effet plus rapide que la recherche d'bventuelles mutations 
causales dans la sequence codante du gbne NRAMP. Deux 
sequences microsatellite OVINRAl et OVINRA2 corres- 
pondant respectivement ii des st5quences TG rkpkt6es 23 ou 
13 fois ont btb clonbes a partir d'un cosmide comportant le 
gbne NRAMP, le marqueur OVINRAl Ctant situe dans la 
region 3' non codante de ce gbne. D'autres rnarqueurs poly- 
morphes (le gene TNPl et des microsatellites) plus dloignbs 
du gbne NRAMP, seront Bgalement testes. 

3. MISE EN PLACE D'UN PROTOCOLE 
DE MESURE DE LA REPONSE A 
UNE VACCINATION PAR S. ABORTUSOVZS, 
SOUCHE RV6 

3.1.1. Population animale disponible. 
La population exp6rimentale retenue est le troupeau d'ovins 
de la souche synthktique INRA 401. I1 s'agit d'une souche 
crk& par le dkpartement de Gknktique Animale en 1970 21 
partir des races Romanov et Bemchonne du Cher, i aptitudes 
trbs complkmentaires. Au cours d'un sondage prbliminaire 
les animaux INRA 401 ont montr6 une variabilid importante 
vis-a-vis de l'infection salmonellique et un polymorphisme 
pour plusieurs marqueurs d'un 6ventuel gbne ITY. 

3.1.2. Besoins en animaux exp6rimentaux . 
Le protocole envisage a kt6 propose dans un cadre plus 
genbral par Niemann, Sorensen et Robertson &s 1961, et for- 
malisk par Soller et Genizi en 1978. L'existence d'un gbne 
influen~ant la resistance i la salmonellose et qui serait loca- 
lis6 i proximitt5 d'un marqueur gbnbtique est testke en corn- 
parant cette resistance dans les deux groupes de descen- 
dants d'un mQme reproducteur se differenciant par l'allble 
recu de ce reproducteur au locus marqueur : si le gbne exis- 
re, si le reproducteur est hCtt5rozygote SR pour ce gbne (S : 
sensible, R : rbsistant), si le locus correspondant est lie au 
locus marqueur pour lequel le reproducteur est 6galement 
hbtbrozygote MN, et si M et R sont sur un chromosome, N 
et S sur l'autre chromosome, alors, les descendants ayant q u  

l'allble marqueur M seront plus rbsistants et ceux ayant 
recu l'allble N plus sensibles. Cette observation sera d'au- 
tant plus nette que les effets diffkrentiels des allbles R et S 
seront grands et les locus du gbne de sensibilitt? et du mar- 
queur proches. Une population exphimentale & 30 families 
de 40 descendants a ttb tree, la puissance de ce dispositif 
pour dktecter un gbne dominant ayant un effet de 1 &art type 
dkpassant 90 pourcent d'aprbs nos simulations. 

3.1.3 Mesures effectudes. 
Des exp6rimentations prbliminaires ont suggbrk qu'une 
information maximale et non redondante entre les animaux 
pouvait Qtre obtenue par l'observation des anticorps (iso- 
types IgGl et IgM) it 57, et des niveaux d'infection dans la 
rate et les ganglions prkscapulaires 10 jours aprhs l'injec- 
tion intraveineuse d'une dose de lo8 S. abortus ovis souche 
vaccinale Rv6. Afin de permettre de mesurer simultandment 
des parambtres concemant la croissance des animaux, ceux- 
ci ont Btk vaccines 21 poids constant, un Ige variant entre 
90 et 130 jours. Le poids des animaux a en outre kt6 mesu- 
rb avant la vaccination et avant l'abattage. 

3.1.4 Traitements statistiques. 
Le test de l'existence d'un gbne de rbsistance lie i un des 
marqueurs genbtiques sera effectud B l'aide de differentes 
mkthodes statistiques aux propriktbs complkmentaires : 
test de l'effet marqueur intra-pbre par analyse de variance 
comme proposC par Soller et Genizi (1978), mkthode rapi- 
de et robuste, mkthode du maximum de vraisemblance de 
Le Roy et Elsen (1993), mbthode puissante, moins robus- 
te, et m a l e  multi marqueurs (Knott et al, 1995). La deuxib- 
me de ces methodes permettra le cas 6chbant de tester 
l'existence d'un gene effet important sur la resistance a 
la salmonelIose, non lit? aux marqueurs testes. 
Les calculs des coefficients d'hkritabilitk et de corrkla- 
tions gknbtiques (mesures de l'hkrbditk polygenique) ont ed 
effectues h l'aide des programmes standards appropriks 
(bibliothbque SAS, logiciel VCE de E Groeneveld). 

3.2. R~SULTATS PRI~LIMINAIRES 

Dans l'ensemble, les effectif prkvus pour la production de 30 
familles de 40 descendants demi-frbres de pbre ont kt6 res- 
pectks puiqu'un total de 1184 descendants ont btt? analys6s. 

3.2.1. HdritabiliGs et corrdlations gdndtiques des carac- 
ttres mesurbs. 
L'influence possible des facteurs de variations connus, 
dont la composante gknktique, a 6d  examinee par une ana- 
lyse de la variance multivariable selon le modble lineaire 
mixte : 
Y= (animal) + (sexe) + (mode de naissance) + (serie) + 
bl(age a la vaccination) + b2(poids it lYabattage)+ E 
L'effet animal est un effet alkatoire dont la matrice de 
variance covariance est ktablie en remontant les pedigree 
sur 7 gbnkrations. Cet effet animal est significatif pour la 
plupart des variables (anticorps, infection des ganglions, 
variations de poids). Le tableau 1 donne les estimations 
des parambtres genetiques. 
Les rksultats suggerent l'existence de mkcanismes g6nC- 
tiques proches gouvemant la r6ponse en IgM et IgG 1 (r=0.52), 
ainsi qu'une forte relation entre les critbres de sensibilid et 
la variation de poids entre la vaccination et l'abattage. 
Cette premiere analyse conforte l'hypothbse que la resis- 
tance B la salmonellose, mesuree par nos crieres indirects, 
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possbde une composante genetique additive. Nous ne pou- 
vons donc notamment pas exclure qu'un polymorphisme en 
un ou plusieurs gknes majeurs affectant cette resistance 
existe dans cette population. 

3.2.2. Informations apportkts par les marqueurs. 
Seuls les marqueurs proches de NRAMP sont actuellement 
BtudiCs. Les marqueurs testds jusqu'ici (OVINRAI, OVIN- 
RA2, TNP1) ne permettent de diffkrencier l'origine grand- 
parentale des zones chromosorniques transmises par leur 
pkre aux descendants test& sur leur rdsistance la salmo- 
nellose que pour 14 pbres qui sont donc hkterozygotes en 
ces marqueurs. En utilisant la mdthode lindaire de Soller et 
Genizi (1978), I'effet du rnarqueur intra-@re est significatif 
chez 6 des familles testees (effet sur le nombre de bacd- 
ries dans la rate pour trois d'entre elles , ~ 4 , 0 6 1 ,  ~ 4 , 0 6 8  
et ~ 4 , 0 4 2 ;  sur le niveau d'infection gdndrale -rate + gan- 
glion- pour une quatribme, ~ ~ 0 , 0 6 1 ;  sur les taux d'anticorps 
IgGl, p< 0,028, et IgM, pc0,070, pour les deux dernikres 
respectivement). Ces premiers rdsultats devront Btre confir- 
mds par des analyses plus approfondies et, pour les plus 
clairs d'entre eux, vdrifids expdrimentalement par des 
mesures de la rdponse h l'inoculation de la souche virulente 
sur &s effectifs compldmentaires de descendants. 

1 CONCLUSION 

L'infection It Salmonella des ovins reprbsente un modkle 
d'ktude &s interactions h6te-bacdries chez l'h6te naturel. Les 
Salmonella font partie de ces groupes bactkriens dont le 
comportement in vivo rdsulte d'adaptations variks permet- 
tant leur survie intra-cellulaire, tels que les Listeria, les 
Brucella, ou les Mycobactkria. Ces pathologies bacteriennes, 
dont certains pddisaient la disparition il y a une dizaine d'an- 
n h ,  font aujourd'hui la ccuneB des joumaux. D m  ce contex- 
te, les modkles d'infection ddveloppds au Laboratoire de 

Pathologie Infectieuse et Immunologie ont toute leur valeur 
en tant qu'outils d'analyse des interactions h8te-batteries. 
Les progr2s rbalisbs en biologie molbculaire, rnais aussi en 
pathologie exphimentale et en immunologie ont permis la 
mise en evidence chez la souris de plusieurs dizaines de 
gknes impliques dans la dsistance aux maladies infectieuses. 
Mais quelques uns d'entre eux seulement ont kt6 clonds, 
illustrant les possibilids et les difficult6s du clonage positionel 
(ou gdndtique reverse), qui permet de remonter du phdnoty- 
pe au gkne, puis h la prodine et h son mdcanisme d'action. 
La conservation du g2ne NRAMP chez les animaux domes- 
tiques, notamment chez les ovins offre des perspectives 
nouvelles en matikre de lutte contre les infections provo- 
quQs par des pathogbnes intracellulaires mais dans une 
perspective plus gentbale, le ddveloppement des cartes 
gknbtiques de nos espkces domestiques aprks celles de 
l'homme et de la souris nous dome les moyens d'identifier 
quelques uns des gknes impliquds dans le contr6le de la 
dsistance aux maladies. L'utilisation & mdthodes de patho- 
logie et de gdndtique compar6es peut Btre prometteuse, 
comme le dkmontre la demarche de biologie moldculaire 
prdsende ci-dessus. Mais dtant donne leur intdrBt scienti- 
fique et dconomique, il importe dgalement de ddvelopper 
les ~thodologies correspondantes chez les animaux domes- 
tiques ce que reprdsente le protocole present6 qui deman- 
de cependant encore h &re valid6 par l'infection expdri- 
mentale avec une souche virulente de salmonella. 

Les auteurs remercient vivement tout le personnel des ins- 
tallations experimentales de Bourges <<La Sapinikre~ et de 
Nouzilly qui ont rendu possible les exp6rimentations rap- 
port6es ici. Une grande partie & ce travail a bte financd par 
1'AIP INRA <cGknes de resistance aux maladies des v6gd- 
taux et des animauxb. 

Niveau d'infection 
Taux d'anticorps IgGl 
Taux d'anticorps IgM 
Variation de poids 

Tableau 1 
Hdritabilitds et codlatiom g4ndtiques entre csrsct&res. 
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Variation de poids 
vaccination-abattage 

Taux d'anticorps 
IgGl 

Taux d'anticorps 
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