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INTRODUCTION

Les strongles gastro-intestinaux (SGI, appelés également Strongylida ou Strongyles),
petits vers ronds, ordre des nématodes, sont 'une des principales contraintes de I'élevage
ovin. En plus des pertes économiques directes et indirectes dues a I'achat d’antiparasitaires
et a la dépréciation des animaux, les SGI ont un impact sur la santé des ovins, allant d’'une

simple perte d’appétit au décés de plusieurs individus d’'un méme cheptel.

Afin de diminuer l'impact majeur de ces parasites en élevage, des traitements
antiparasitaires ont été mis en ceuvre, parfois de fagon abusive. En conséquence, des cas
de résistances aux anthelminthiques dans la filiere ovine sont continuellement rapportés

depuis ces trente dernieres années, et ce a I'’échelle mondiale.

Pour tenter de freiner ces phénoménes, il est donc important d’accroitre nos
connaissances sur I'émergence de ces résistances dans les élevages ovins. Récemment,
des études ont montré que les cervidés sauvages, et notamment le chevreuil (Capreolus
capreolus) pouvaient étre porteurs de parasites résistants aux anthelminthiques, alors qu'ils
n’étaient soumis a aucun traitement parasitaire. Les cervidés partageant leur pature avec
les moutons (Ovis aries), ces observations ont questionné le réle potentiel des cervidés
sauvages dans le maintien et la dispersion de parasites résistants au sein des élevages

ovins.

Au cours de cette étude, nous avons étudié les échanges de parasites gastro-
intestinaux entre les chevreuils et les ovins du canton d’Aurignac, situé dans le département
de la Haute-Garonne. Nous nous sommes uniquement intéressées aux parasites résistants
aux benzimidazoles. Un suivi intensif de ces chevreuils est effectué depuis plus d’'une
vingtaine d’année par le CEFS (Comportement et Ecologie de la Faune Sauvage) de
'INRAE de Toulouse qui a étudié de maniére approfondie le comportement spatial des
cervidés. La présence de nombreux élevages ovins dans cette zone permet I'occurrence de

contacts entre les chevreuils et les moutons.

Au sein d'une premiere partie bibliographique, nous nous intéresserons aux
possibilités d’échanges de parasites entre les chevreuils et les ovins par des filtres de
rencontre et de compatibilité, a la biologie des strongles gastro-intestinaux (SGI) et aux
phénomenes de résistance. Dans un second temps, nous présenterons I'étude que nous
avons réalisée dans le canton d’Aurignac, portant sur les échanges de SGI, dont les

strongles résistants aux benzimidazoles entre les chevreuils et les moutons
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PARTIE 1: LA BIOLOGIE DES ECHANGES DE
STRONGLES GASTRO- INTESTINAUX ENTRE
LES OVINS ET LES CHEVREUILS
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En 1980, L. Euzet et C. Combes étudient les interactions entre les parasites et
leurs hétes, et rappellent que les parasites ne sont capables d’exploiter qu’un faible
nombre d’espéces parmi toutes celles qui leur sont théoriguement disponibles. En
effet, une population de parasites posséde un spectre d’hétes, dépendant de son

environnement et de ses caractéristiques intrinseques (Combes, 1995).

lIs proposent de symboliser par des filtres les mécanismes qui sont
responsables de la restriction du spectre d’hotes des parasites et définissent deux
grands filtres : le filtre de rencontre et le filtre de compatibilité, qui se définissent par

quatre grands processus de tri.

Le filtre de rencontre conditionne la possibilité de contact entre le parasite et

I'héte, il exclut les espéces d’hétes :

1. Qui n’habitent pas le méme écosysteme que le parasite (= se trouvent en
dehors de la “limite de biocénose”)
2. Dont les comportements sont tels que le contact avec les stades infestants du

parasite est impossible (= ne franchissent pas le “filtre éthologique”)

Le filtre de compatibilité conditionne la survie durable du parasite au sein de I'héte,

il exclut les espéces d’hotes :

1. Qui ne conviennent pas aux exigences d’espace ou de ressources métaboliques
du parasite (=se trouvent en dehors de “I'angle d’exigence” du parasite)

2. Qui se trouvent capables de détruire le parasite par leur systeme immunitaire ou
tout autre procédé (se trouvent en de dehors de “I'angle d’évasion immunitaire”

du parasite)
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1. LES CONDITIONS DE RENCONTRE ET DE COMPATIBILITE PERMETTANT UNE
CONTAMINATION CROISEE DE STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX ENTRE LES
CHEVREUILS ET LES OVINS

1.1. LE PREMIER FILTRE DE RENCONTRE = LE FILTRE DE BIOCENOSE (“QUI N'HABITENT
PAS DANS LE MEME ECOSYSTEME QUE LE PARASITE”)

L’infestation des chevreuils et des ovins par les strongles gastro-intestinaux
(SGI) ne peut se faire que si I'héte et le parasite se rencontrent dans un environnement
commun. Pour comprendre cela, nous avons besoin de connaitre la biologie et
I'épidémiologie des SGI, mais aussi les régimes alimentaires des chevreuils et des

ovins.

1.1.1. Biologie et épidémiologie des SGI

1.1.1.1. Cycle biologigue des SGI

Les strongles investissent deux milieux différents au cours de leur cycle : le tube
digestif de I'h6te au cours de la la phase « interne » et 'environnement extérieur au

cours de la phase « externe ».

i. La phase interne

La phase interne débute au moment ou le parasite, sous forme de larve de
stade 3, notée L3 (dite « larve infestante »), est ingéré par I'héte. Il évolue en larve de

stade 4 (L4) aprés avoir pénétré dans la paroi du tube digestif.

A ce stade, il peut y avoir soit une évolution en ver immature puis adulte
qguelques jours apres étre retourné dans la lumiére de I'organe cible (caillette, intestin
gréle ou colon), soit une inhibition du développement larvaire : c’est ce qu’on appelle
le phénomene d’hypobiose. Dans ce cas, la larve L4 s’encapsule dans la paroi du tube
digestif, et peut y rester plusieurs mois. Ce phénoméne saisonnier, qui s’observe
principalement en hiver, avec une reprise du cycle en fin d’hiver-début de printemps,
permet le développement des larves jusqu’au stade adulte et une ponte lorsque les

conditions extérieures sont favorables a leur survie (Jacquiet, 2017).
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Le délai entre l'ingestion du parasite (au stade L3), et le début de I'excrétion
des ceufs dans les feces se nomme la période prépatente (PPP). Elle est d’environ

trois semaines pour les SGI effectuant un cycle parasitaire classique sans hypobiose.

Cycle biologiqgue monoxéne

Phase parasitaire chez I’hote ’

Développement

/ Immatures Stades 5 \

Larves L4

y:

Migration dans la muqueuse
digestive

. ot

Stade adulte males et femelles

|

Prolificité et ponte

( Ingestion avec I’herbe
Oeufs

Larves infestantes L3 Elimination d’ceufs dans les féces

4

LarvesL2 +—— — Larves L1

Phase libre dans ’environnement ’

Figure 1 : Cycle biologique des principaux strongles gastro-intestinaux des ovins (Jacquiet, 2017)

i) La phase externe

La phase externe débute lorsque les ceufs sont excrétés dans I'environnement
par I'h6te via les feces. Le développement de I'ceuf jusqu’a la larve L3 se fait dans les
matieres fécales, qui apportent les nutriments nécessaires au développement larvaire.
Au cours du passage a la larve L3, la larve reste dans I'exuvie de la larve L2 mais peut
sortir des feces et se déplacer faiblement sur le paturage ou étre déplacée (exemple :
ruissellement de pluie, piétinement des animaux), ce qui lui permet d’étre ingérée par

un nouvel hote. Les larves L3 opérent deux types de déplacements :

— Une migration horizontale hors de l'anneau de répugnance (15cm) : les
ruminants n’aiment pas paturer trop prét des excréments ;

— Une migration verticale, ou la larve L3 remonte de quelgues centimétres le long
des brins d’herbe grace au film de rosée. Elle a ainsi plus de chances d’étre
ingérée.
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Le développement de l'ceuf a la larve infestante L3 dure 8 a 10 jours au
minimum, mais il peut étre plus long si les températures ne sont pas optimales
(Jacquiet, 2017).

La survie et le développement des larves dans le milieu extérieur dépendent
largement des conditions environnementales, en particulier 'humidité, la température

et 'oxygénation (O’Connor et al., 2006).

De maniére générale, les conditions idéales de développement larvaire dans
'environnement correspondent a une température voisine de 25°C et un taux
d’humidité relative de 60 a 70% (cf les paragraphes 1.1.1.2.i et 1.1.1.2.ii). En cas de
sécheresse, les larves demeurent prisonnieres au sein des féces. Si, de plus, la prairie
est riche en Coléoptéres ou vers de terre, les feces peuvent étre délitées, ce qui
expose les larves au soleil et accélere leur destruction (Cheah, Rajamanickam, 1997).
Chez les trois especes de SGI principalement retrouvées chez les ruminants, la
tolérance aux conditions environnementales varie d’'une espéce a l'autre (Cf Tableau
1):

Intervalle ceufs-

circumcincta

Principaux Période Survie de la larve de

arasites Lapness répatente stade L3 au paturage
P « externe ») prep P 9
Haemonchus N . . L3 trés sensible a la
3 a 16 jours 2-3 semaines R .

contortus sécheresse et au froid
Teladorsadia L3 trés résistante au
9 6 a 28 jours 2-3 semaines froid, survie possible

pendant plusieurs mois

Trichostrongylus

. . 4 jours a 2 mois
colubriformis

2-3 semaines

L3 résistante au froid
(survie plusieurs mois)

Tableau 1 : Caractéristiques épidémiologiques des principaux genres de strongles

D’aprés (Bélanger et al., 2017)
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1.1.1.2.  Facteurs climatiques influencant le cycle biologique des SGiI

i. Latempérature

Le succes de développement des larves de SGI dépent des conditions

climatiques dont la température extérieure.

Chaque espéce de larves de SGI a des exigences de conditions

environnementales propres pour se développer de maniere optimale. Ainsi, chaque

SGI a une gamme de températures optimales qui lui est propre (cf figure 2). De

manieére générale, les stades libres des espéces des SGI rencontrées dans nos

régions ne survivent pas a des températures en dessous de 0°C et au-dessus de 40°C

(O’Connor et al., 2006).

O----——--"-"-"=-"="=-"=—=---- Teladorsagia ---0
circumcincta

O--—--"=—----"-=-"=-"=-"=-"=-—=-=-"=-=-—-—— Trichostrongylus  [---—~- O
colubriformis

O---=---—=— - - Haemonchus ---0
contortus

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

tem péerature (°C)

Figure 2 : Températures optimales (blocs de couleur) et zones de tolérances (en pointillé) pour
I'éclosion des ceufs et leur transformation en larves L3 infestatantes chez les trois principaux
strongles gastro-intestinaux des ovins

Source : (O’Connor et al., 2006)

26



ii.  L’humidité

Le développement des larves de SGI est impossible lorsque [I'humidité
ambiante est de 0% (Andersen, Levine, 1968 ; Levine, Andersen, 1973 ; Wharton,
1982 ; Rossanigo, Gruner, 1995 ; Wang et al., 2014).

Il en résulte que la dessiccation complete est incompatible avec le
développement larvaire. Ainsi, des animaux nourris uniqguement avec du foin sec, des

ensilages ou de I'enrubanné n’ont pas de risque de contamination.

Cependant, des variations entre les especes induisent des capacités différentes
a résister a la dessiccation. Les larves d’Haemonchus contortus ne peuvent pas se
développer a des taux d’hygrométrie inférieurs a 40% (a 23°C) et résistent trés mal a
la dessiccation. En revanche, les larves de Teladorsagia circumcincta peuvent résister
a des taux d’hygrométrie allant jusqu’a 20% (a 23°C). De maniéere générale I'optimum
de développement pour les larves des SGI est atteint pour des valeurs allant de 60 a
70 % d’humidité relative (a 23°C) (Rossanigo, Gruner, 1995). On retiendra que les
larves des especes Haemochus contortus, Ostertargia spp. et de Cooperia oncophoria
résistent tres mal a la dessiccation alors que celles de Teladorsagia circumcincta,
Trichostrongylus spp. et Chabertia ovina peuvent supporter des taux de secheresse

plus importants.

Ainsi, le lieu stratégique de rencontre entre les hétes et les SGI se déroule
durant la phase externe du parasite, au stade L3 (larve infestante), lorsque le parasite
est présent sur les patures. Ceci implique pour les hotes de paturer a I'extérieur et

d’avoir comme régime alimentaire les matiéres ou se déposent les larves L3.
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1.1.1. Le régime alimentaire des hotes : Ovis aries et Capreolus capreolus

1.1.1.3. Régime alimentaire des ovins

Les ovins sont des herbivores généralistes qui sélectionnent assez peu leur
nourriture. Au paturage, l'alimentation du mouton est principalement composée de
graminées ainsi que de dicotylédones comme les légumineuses (Garcia-Gonzales,
Cuartas, 1989).

1.1.1.4. Régime alimentaire des chevreuils

Le chevreuil est considéré comme un herbivore généraliste car son régime
alimentaire se compose d’une trés grande variété d’espéces végétales issues de tous
les principaux groupes taxonomiques de plantes. Si sa ressource alimentaire
principale reste les feuilles de dicotylédones, ces ruminants peuvent s’alimenter de
fruits, de graines, de graminées, de coniféres, d’arbres a feuilles caduques et
d’arbustes, mais également de fougéres, de champignons, de lichens et de mousses.
Il trouve sa nourriture au niveau du sol et jusqu’a 120 cm de hauteur, mais préféere les

plantes mesurant environ 75 cm de haut (Andersen et al., 1998 ; Jackson, 2009).
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1.2. LE DEUXIEME FILTRE DE RENCONTRE = LE FILTRE ETHOLOGIQUE (« DONT LES
COMPORTEMENTS SONT TELS QUE LE CONTACT AVEC LES STADES INFESTANTS DU
PARASITE EST IMPOSSIBLE »)

Comme nous venons de le voir, la rencontre entre 'héte et les stades infestants
parasitaires se fait lors du paturage pour les SGI. Il s’agit la d’'un moment stratégique
ou 'homme peut intervenir et faire en sorte d’éviter ou de limiter le contact des hotes

avec les SGil.

1.2.1. Des systemes de patures permettant d’éviter la rencontre héte/parasite

Plusieurs méthodes permettent un assainissement partiel des parcelles en

cherchant a éviter, diluer ou détruire les SGI infestants (cf tableau 2 ci-contre).
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Définition

Avantages

Inconvénients

Systeme de rotation de

patures

= systéme mettant en place des
divisions de patures

Chaque pature est utilisée peu de
temps puis laissée au repos un long
moment, le temps que les larves
meurent

- Réduction des contaminations des
patures par les larves

- Réduction de I'utilisation
d’anthelminthiques et de risques de
résistances aux antiparasitaires

- Meilleure productivité de la pature

- Investissement financier (clotures...)

- Requiert de grandes zones de péatures

Systeme de patures

saines

= Alternance de mise a la pature
puis en batiment

La rentrée en batiment doit se faire
aux périodes les plus a risque de
contamination larvaire

- Réduction des contaminations des
patures par les larves

- Réduction de I'utilisation

d’anthelminthiques

- Meilleure optimisation de I'utilisation

de la pature

- Une combinaison avec I'utilisation
d’anthelminthiques pourrait favoriser le
développement de résistances aux
antiparasitaires

- Baisse des performances des animaux
si transition pature/batiment au mauvais
moment

- L'utilisation des parcelles est
déterminée par leur potentiel fourrager et
non par leur risque parasitaire : on ne
peut pas rentrer les bétes en batiments
alors que les patures sont bonnes
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= Mélange dans les péatures Deux especes hotes différentes peuvent
Systéme de paturage d_'espéce_s d'a,nimaux différentes Réductign des contaminations des partager les mémes parasites
(ovins, bovins, équins) et de classes patures par les larves

mixte différentes (gestation, ages Ex : Fasciola hepatica (grande douve) ou

différents) ne partageant pas la Dicrocoelium lanceatum (petite douve)

méme helminthofaune chez les ovins et les bovins

Laisser les patures au repos pendant Irréalisable sur le plan économique, sauf

Patures au repos un trés long moment : 2 mois dans Réduction des contaminations des pour les patures en estive qui restent

les zones semi-aride ou en région patures par les larves effectivement inoccupées (sauf faune

tropicale humide ® sauvage) pendant 8 mois de I'année

Tableau 2 : Les différents systémes de paturage

Sources : (Barger et al., 1994 ; Singh et al., 1997 ; Cabaret et al., 2002 ; Singh, Swarnkar, 2005)

(*) : en régions tropicales, la survie des L3 sur les patures est plus courte du fait des températures plus élevées, qui demandent un métabolisme
plus important de la part des larves L3 et donc un épuisement plus rapide de leurs ressources énergétiques. C’est un des principes de base de

la lutte contre les strongles digestifs dans les zones tropicales.
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D’autres stratégies sont envisageables pour I'éleveur :

(1) Changer les animaux de patures apres un traitement antiparasitaire, mais

cela sélectionne fortement les résistances aux antiparasitaires dans les patures
(Abbott et al., 2012). Ainsi, si un traitement des animaux est nécessaire, il est
préférable de le réaliser quelques jours aprés le changement de pature pour limiter le

développement de résistances.

(2) Avoir une gestion de la hauteur de I'herbe. Etant donné que 80% des larves

vivent sur les cing premiers centimétres de hauteur d’herbe, il est conseillé, dans les
patures ou I'herbe atteint au moins 10 cm de haut, de changer les animaux de patures.
Au contraire, des patures ou I'herbe se situe entre 5 et 10 cm, il est plutdt conseillé de
faire paturer les animaux : ceux-ci ont alors, certes, plus de chances de s’infester mais
I'herbe coupée a ras permet d’exposer les larves L3 aux UV du soleil, permettant un

assainissement plus rapide de la pature.

(3) Instaurer un temps limité de paturage. Les larves se déplacant verticalement

sur les herbes quand l'intensité lumineuse est faible (aube et crépuscule), il suffirait de
limiter le temps de pature au moment ou le soleil est fort (c’est-a-dire la journée).
Cependant, cela oblige a rentrer les animaux en bergerie tous les soirs et a les sortir

tous les matins, ce qui peut étre contraignant pour les éleveurs.

(4) Le_« zéro grazing »: les animaux ne sortent jamais paturer. C’est un

systeme d’élevage intensif ou I'animal ne présente pas de problémes de parasitisme

lié au SGI (excepté pour le genre Bunostomum spp.) (Singh, Swarnkar, 2005).

1.2.2. L’emploi de champignons nématophages, “pieges” a SGI

En termes de lutte biologique et chimique, il existe différentes stratégies qui
permettent de détruire les larves infestantes L3 sur les patures. L’application
d’amendements chimiques (cyanamide calcique, urée, ...) sur les parcelles semblent

cependant peu efficace (Hoste et al., 2009).
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En revanche, les propriétés nématophages de champignons microscopiques
ont déja fait leurs preuves dans la lutte biologique contre les larves infestantes L3
(Larsen, 2000). En effet, les L3 présentes dans le milieu extérieur peuvent parfois étre
piégées par leur prédateur naturel. C'est le cas, par exemple, du champignon
Arthrobothrys oligospora qui peut “capturer” les larves grace a un piége formé par son
mycélium. La présence de ces mycéliums diminue drastiquement la contamination des
patures par les larves infestantes (Grgnvold et al., 1987). Des études iraniennes ont
montré une efficacité de Arthrobothrys oligospora sur des larves d’H. contortus.
Cependant, une variabilité d’action de ces champignons a été observée, notamment
en lien avec la température environnementale, avec une réduction forte de leur activité
sous des températures au-dela de 30°C ou en deca de 10°C. Les études iraniennes
restent prudentes quant a l'efficacité de ce champignon dans un contexte agricole
(Ghahfarokhi et al., 2004).

1.3. LE PREMIER FILTRE DE COMPATIBILITE = LE FILTRE “D’ANGLE D'EXIGENCE” (« QUI NE
CONVIENNENT PAS AUX EXIGENCES D’ESPACE OU DE RESSOURCES METABOLIQUES
DU PARASITE »)

1.3.1. Des ressources métaboliques pour les SGI

Une fois dans l'organisme de I'héte, les SGI doivent trouver des conditions
favorables pour se développer et se nourrir aux dépens de leurs hotes. Il existe trois

grands régimes alimentaires chez les SGI : hématophage, histophage et chymivore.

Les strongles les plus pathogénes sont ceux possédant un régime
hématophage ou histophage. lls provoquent a la fois des lésions des muqueuses
gastriques et des anémies chez leurs hotes. Les parasites chymivores, qui composent

la majorité des strongles, sont a I'origine de carences alimentaires.

Chez les ovins, les especes représentant 95% de la charge parasitaire en
strongles ont trois régimes différents : (1) Haemonchus contortus est un nématode
hématophage au stade larvaire et adulte, comme Teladorsagia circumcincta au stade
adulte mais dans une moindre mesure, (2) les larves de Teladorsagia circumcincta

sont histophages et (3) Trichostongylus colubriformis est chymivore (Jacquiet, 2017).
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1.3.2.  Une stratégie humaine pour limiter la survie du parasite au sein de I'héte :
les traitements antiparasitaires

1.3.2.1. Les différentes familles d’antiparasitaires

Un des moyens de lutte le plus utilisé de nos jours afin de limiter 'expansion
des SGI dans les élevages ovins est I'utilisation de traitements anthelminthiques chez
les animaux. Il existe six grandes familles d’anthelminthiques dont cing
(benzimidazoles, lactones macrocyclique, imidazothiazolés, salicylanilidés et dérivés
minoaceétonitriles) sont aujourd’hui utilisés en France dans la lutte contre les parasites

gastro-intestinaux (cf Tableau 3).

Les benzimidazoles inhibent la polymérisation de la B-tubuline en microtubules.
L’effet s’explique par la fixation de la molécule sur un site particulier de la B-tubuline.
Quand un ver ingére la molécule, le produit se répand dans son organisme et son
action sur la B-tubuline entraine une désorganisation de son cytosquelette. Ainsi, la
machinerie cellulaire et le systeme digestif ne peuvent plus fonctionner et le strongle
meurt (Martin, 1997).

Les lactones macrocycligues comprennent deux grands groupes: les
avermectines et les milbémycines. Ce sont des molécules lipophiles : elles se fixent
sur les tissus graisseux de I'hdte avec un relargage progressif vers le sang, ce qui
explique leur rémanence. Cette rémanence varie de 2 & 17 semaines selon la
molécule, la voie d’administration et le parasite. Leur mode d’action sur les strongles
est le suivant : elles se fixent sur les récepteurs au glutamate des canaux chlore des
synapses neuromusculaires, provoquant entre autres une paralysie des muscles du
pharynx, induisant la mort du nématode qui ne peut plus se nourrir, ainsi qu'une
paralysie des muscles ovojecteurs de la femelle strongle (propulseurs des oeufs)
(Martin, 1997).

Les imidazothiazolés paralysent les vers sans les lyser grace a leur action

cholinomimétique (Martin, 1997).

Les salicylanilidés inhibent la phosphorylation oxydative au niveau des
mitochondries et privent ainsi les parasites d'énergie cellulaire. Ils ont la particularité
de se fixer sur I'albumine plasmatique. Par conséquent, la rémanence de ces produits
est de l'ordre de 4 a 6 semaines selon le parasite. Comme ils se fixent sur l'albumine
plasmatique, leur activité strongicide est limitée aux strongles hématophages (Martin,
1997).
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La famille des dérivés aminoaceétonitriles (notés AADs) est une classe
d’anthelminthiques synthétiques. La principale molécule est le monépantel (AAD
1566), utilisable uniquement chez les ovins. Il agit sur le récepteur nicotinique
cholinergique spécifique des strongles, provoquant ainsi une hypercontraction des
muscles corporels et la paralysie puis la mort du parasite. Il est efficace sur les adultes
et les stades larvaires L4 des principales espéeces de strongles gastro-intestinaux chez
les ovins. Cette molécule a été mise sur le marché en 2009 puis retirée trois ans plus
tard du fait de son colt important. Cependant, depuis 2017, il a été réintroduit sur le
marché des antiparasitaires dans le but de lutter contre les phénoménes de résistance
(Hafsi et al., 2012 ; Jacquiet, 2017).
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Dérivés
Famille Benzimidazoles Lactones macrocycliques Imidazothiazolés Salicylanilides aminoacétonitriles
(AADSs)
Fenbendazole vermectine
Oxfenbendazole . .
i Eprinomectine § . Closantel
Molécules Albendazole . Lévamisole ) . Monepantel
, Doramectine Nitroxynil
Mébendazole . .
b Moxidectine
Nétobimin
Strongles digestifs (adultes 1. Strongles digestifs 1. Strongles
+ larves L4 + ceufs) (adultes + larves L4) digestifs 1. Strongles
Strongles pulmonaires 2. Strongles (adultes) digestifs
Spectre Monieza pulmonaires 2. Strongles hématophages Strongles digestifs
. Gales et poux ulmonaires
d’action Grande douve P . P ) _ (adultes + larves (Adultes + larves L4)
(Albendazole et Nétobimin) Oestrus ovis (Lévamisole L4)
Petite douve (Albendazole Hypoderma bovis uniguement) 2. Grande douve
et Nétobimin) (varron)

Tableau 3 : Familles, molécules et spectre d’action des cinq familles d’anthelminthiques utilisés en France (Jacquiet, 2017)
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Il nexiste aujourd’hui aucune recommandation officielle permettant d'induire un
plan de lutte précis. Dans le journal officiel de 'union européenne (réglement UE
2019/6), il est indiqué que prochainement un comité de scientifiques devra se réunir

pour définir des lignes de base de traitements a la fois antibiotiques et antiparasitaires.

A ce jour, au niveau européen, seuls les éleveurs en Agriculture Biologique sont
contraints par une régulation. Les recommandations européennes CE n°889/2008
informent que «en dehors des vaccinations, des traitements antiparasitaires et des
plans d'éradication obligatoires, si un animal ou un groupe d'animaux recoit au cours
d'une période de douze mois plus de trois traitements a base de meédicaments
vétérinaires allopathiques chimiques de synthese ou d'antibiotiques, ou plus d'un
traitement si leur cycle de vie productive est inférieur a un an, les animaux concernés
ou les produits obtenus a partir de ces animaux ne peuvent étre vendus en tant que

produits biologiques».

[l n’y a donc aucune restriction sur l'utilisation d’antiparasitaires en élevage
conventionnel non biologique. Une étude comparant les élevages dits conventionnels
avec les élevages ovins certifiés Agriculture Biologique dans le Limousin/Auvergne
met en évidence des variations d’utilisation des anthelminthiques, avec en moyenne 7
a 8 traitements antiparasitaires par an chez les éleveurs conventionnels contre 1 a 2

chez les éleveurs certifiés Agriculture Biologique (Cabaret et al., 2009).

Ainsi, on distinguera deux types de pratigues d’administration

d’antiparasitaires : une dite « classigue » et une dite « raisonnée ».

La conduite dite «classique » consiste a effectuer des traitements
anthelminthiques systématiques, a la méme période, sur les mémes lots et avec les
mémes traitements antiparasitaires d’'une année sur l'autre. A I'inverse, une utilisation
« raisonnée » des anthelminthiques consiste a I'emploi d’antiparasitaires uniquement
chez certains animaux fortement excréteurs, détectés a la suite d’examens
complémentaires tels que la coproscopie, avec une alternance des molécules

anthelminthiques.
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1.3.2.2.  Approche classique du traitement anthelminthique en élevage
conventiel dans le cas d’agnelles de renouvellement

Prenons I'exemple d’ovins (cf figure 3) dans une prairie permanente avec une
seule parcelle utilisée d’avril a novembre par des brebis et leurs agneaux, nés
'automne précédent. Il y a toujours un niveau de contamination résiduelle de la prairie
lors de la mise a I'herbe en avril, et comme les jeunes animaux ne possedent pas
encore un systeme immunitaire compétent, c’est la situation « idéale » pour les

strongles, et qui peut étre agravée en cas de surpaturage.

Durée d'action des

Octobre — Novembre Boeril anthelminthigues Loilit  Septembre  Movembre
| * - | | .’
th s ! A A Temps
e
PPP
Mise a I'herbe des agneaux,
traiternent & base de :
Cydectine Longue
- Action Debut Rentrée des
Maissance des s L lles d
agneaux (moxidectine) d’excrétion des agnelles de
oeufs renouvellement a

Figure 3 : Un exemple de traitement anthelminthique classique

Le traitement « classique » réalisé en élevage conventiel consiste en une
injection a la base de l'oreille de Cydectine Longue Action® (moxidectine : rémanence
de 4 mois ; cf figure 3). Quand les agneaux ingérent des larves, ces derniéres sont
détruites par la moxidectine administrée et la parcelle devient ainsi de moins en moins

infestée.

Ainsi, les premiéres infestations ne pourront avoir lieu qu’au mois d’ao(t, aprés
la fin de la période de protection du traitement, et les ceufs de SGI ne seront excrétés
dans la pature qu’au mois de septembre. L’avantage majeur de l'utilisation d’une
Cydectine longue action a la mise a I'herbe au printemps est qu’il n’'y a pas de
recyclage de larves a la fin du printemps et donc une absence du pic d’infestation

estivale. Le pic larvaire est décalé au mois de nhovembre, avec une intensité plus faible.
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Cependant, le principal inconvénient de cette pratique est que les animaux ne
s'immunisent pas face aux SGI : ils pourront ainsi se réinfester massivement lors de
leur 2éme saison de paturage, et, si aucun traitement a base de lactones
macrocycliques n’est réalisé (donc si on utilise un antiparasitaire sans rémanence), un

pic d’infestation des patures sera généralement observé en éteé.

Cette méthode est tres utilisée sur le terrain, mais de plus en plus d’éleveurs
tendent a une approche plus raisonnée. L’objectif est de traiter tous les animaux d’un
lot avec des anthelminthiques moins rémanents, uniguement lors de périodes a risque.
Il faut ainsi définir la période optimale de traitement : pour cela, il faut connaitre la
conduite de paturage, les conditions climatiques, la bioécologie des parasites, les

indicateurs cliniques et zootechniques du parasitisme, ...

1.3.2.3.  Approche raisonnée du traitement anthelminthiques

L’International Cooperation on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Veterinary Medicinal Products (VICH) met en avant I'apport bénéfique
que peut apporter la coproscopie (méthode de comptage des ceufs d’helminthes dans
les feces) pour connaitre le statut parasitaire de I'animal et adapter le traitement
anthelminthique (Vercruysse et al., 2001). Jacquiet (2015) propose de ne traiter que
les lots de brebis ayant des excrétions parasitaires moyennes supérieures a 500 ceufs

par gramme (opg). Concernant le traitement, I'auteur recommande :

— Deffectuer une pesée de I'animal pour adapter la dose, et ainsi éviter au
maximum le sous-dosage en respectant la posologie, la voie d’administration,
le stockage, la date de péremption, ... En pratique, il faut évaluer le poids de
I'animal le plus lourd du lot a traiter ;

— De connaitre le statut parasitaire des individus grace a des coprosocpies. En
pratique, les coproscopies individuelles coltent trop cher aux éleveurs de petits
ruminants. Aujourd’hui, les coproscopies de mélange sont de plus en plus
utilisées, permettant d’avoir une idée du statut parasitaire d’un lot d’ovins (cf
partie 3.1.4) ;

— De ne pas traiter systématiquement les animaux adultes avec des
antiparasitaires, pour permettre une consolidation du systeme immunitaire de

I'néte aprés une exposition aux SGI.
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1.3.3.  Une autre stratégie de lutte contre les SGI : le traitement a base de tanins

A la suite des échecs des traitements anthelminthiques et du développement
de résistance chez les SGI, des recherches ont été menées sur des alternatives de
traitements : celle sur [l'utilisation de “tanins” comme alternative fait I'objet de
nombreuses publications. Cependant, on constate un manque d’application concréte

sur le terrain (Hoste et al., 2009).

La plupart des études mettent en évidence les effets inhibiteurs des tanins sur
le développement des parasites. On retrouve des études réalisées a la fois chez les
ovins et les chevreuils avec des résultats similaires (Hoste et al., 2006 ; Jean-Antoine,
2017). Cependant, a I’heure actuelle, on ne sait pas si ce sont les apports nutritionnels
des tanins ou les principes actifs qui jouent le plus grand réle dans les propriétés
anthelminthiques. Il est supposé que les tanins, qui ont la capacité de se lier aux
protéines, dégradent la cuticule des strongles en se fixant au collagene, riche en

proline et hydroxyproline (Thompson, Geary, 1995).

Les tanins sont en particulier retrouvés chez les ligneux comme le chéne mais
aussi dans les légumineuses comme le sainfoin (Onobrychis viciifoliae), le lotier
pédonculé (Lotus pedonculatus), le lotier corniculé (Lotus corniculatus) ou le sulla
(Hedysarum coronarium). En revanche la luzerne, le trefle blanc (Iégumineuse) et le

ray grass (graminées) contiennent tres peu de tanins (Hoste et al., 2006).

Des études sur les propriétés anthelminthiques des tanins ont été réalisées in
vitro et in vivo. In vitro, il a été montré que I'efficacité dépendait de I'espece de SGI
cible et de son stade (ceufs, larves ou adultes). A titre d’exemple, les tanins dans le
sainfoin ont une action inhibitrice sur I'éclosion des ceufs, sur le développement
larvaire ainsi que la migration des larves infestantes (Molan et al., 2002), mais pas sur
les strongles adultes. In vivo, les résultats montrent des différences d’efficacité entre
les organes du tube digestif. Il semblerait que I'action des tanins soit plus efficace dans
I'intestin par rapport a la caillette. Un essai avec administration d’extraits de Quebracho
(Schinopsis quebracho-colorado), une plante riche en tanins, a montré une diminution
de I'excrétion fécale des ceufs de T. colubriformis, que I'on retrouve dans I'intestin gréle
des petits Ruminants, mais une absence d’effet sur H. contortus et T. circumcincta,
que l'on retrouve dans la caillette des petits Ruminants (Athanasiadou et al., 2000 ;
2001).
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1.4. LE DEUXIEME FILTRE DE COMPATIBILITE : LE FILTRE “D’ANGLE D’EVASION DU
SYSTEME IMMUNITAIRE” (« QUI SE TROUVENT CAPABLES DE DETRUIRE LE PARASITE
PAR LEUR SYSTEME IMMUNITAIRE OU TOUT AUTRE PROCEDE »

1.4.1. La mise en place d’'une réaction immunitaire chez I'h6te

La réaction immunitaire des ruminants face aux strongyloses digestives est treés
complexe. Deux lignes de défense sont effectives : d’abord I'immunité innée, qui se
met en place dés lI'entrée du parasite chez I'héte, puis 'immunité acquise, lorsque les
contacts avec les SGI perdurent dans le temps. Cette défense acquise est spécifique
aux antigenes des parasites et permet la mise en place d’une immunité « adaptative »

avec la production d’anticorps spécifiques.

Le développement d’une immunité contre les SGI chez les ruminants dépend
de la durée d'exposition aux parasites, et de l'intensité du contact hote/SGI qui dépend
notamment de la charge de la pature en larves infestantes L3. En pratique, 'immunité
contre les SGI est effective contre la plupart des espéces apres huit a dix mois de
contact effectif entre ruminant et parasites. Elle peut cependant étre parfois plus
courte : par exemple, chez les ovins, 'immunité est acquise aprés 12 semaines
d’exposition continue a Trichostrongylus colubriformis (Dobson, 1993) et

Trichostrongylus vitrinus (Seaton et al., 1989).

1.4.2. Des variations physiologiques modifiant la sensibilité de I'hote face aux SGI

1.4.2.1. L’age

Les animaux les plus sensibles sont les plus jeunes, particulierement ceux agés
de moins d’un an (Barger, 1993). Ceci est principalement di a une immaturité du

systéme immunitaire mucosal, ne permettant pas I'élimination des parasites.

La résistance des ruminants adultes face a une infestation par les strongles
dépend de I'espéce de ruminant. Les bovins adultes sont par exemple plus résistants
aux infestations par les SGI comparés aux ovins et aux caprins, chez qui des

infestations élévées sont fréquemment observées.

Il en est de méme pour les chevreuils : les individus adultes sont moins

parasités que les faons ou les individus agés (Body et al., 2011).
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1.4.2.2. Le sexe

En 1961, Dobson montre une sensibilité plus importante chez les souris males
par rapport aux femelles quant au parasite Nemotospiroidies dubius (Dobson, 1961).
Il en serait de méme pour les petits ruminants. En effet, les ovins males seraient plus
sensibles aux infestations par Trichonstrylgus colubriformis que les ovins femelles
(Windon, Dineen, 1981).

Concernant les chevreuils, Pato et al (2013) ont montré que les males étaient
aussi plus souvent infestés que les femelles. En effet, les individus méles sont, d’'une
part, plus actifs que les femelles, et d’autres part, il a été suggéré que certaines
homornes sexuelles comme la testostérone pouvaient moduler le systeme immunitaire
de I'héte, rendant les méles plus sensibles aux strongyloses gastro-intestinales que
les femelles (Pato et al., 2013). En plus d’étre plus souvent infestés, les chevreuils
males auraient des charges parasitaires en SGI plus élevées (Body et al., 2011).

1.4.2.3. La gestation et la lactation

Ches les ovins, la résistance des hétes face a une infestation de SGI diminue
autour de la parturition. On parle de « periparturient rise » qui traduit le fait que
I'intensité d'excrétion parasitaire augmente dans les deux mois qui précedent et qui
suivent la parturition. Les ceufs émis en grand nombre par les brebis évoluent en larves
infestantes si l'agnelage se fait a I'extérieur et les larves nouvellement formées profitent

des agneaux naissants naifs pour les parasiter (Barger, 1993).

1.4.2.4. Lacomposante génétique de la résistance aux parasites

Au sein d'une méme race de ruminants, voire d'un méme troupeau, on retrouve
une grande variabilité individuelle de la résistance aux parasites qui dépend de I'age
et du statut physiologigue comme nous venons de le voir, mais aussi du fond

génétique.
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La sélection de la résistance aux strongles gastro-intestinaux se fait sur la voie
male en centres de sélection. Grace a la structure pyramidale des schémas de
sélection ovine en France, des béliers élites sont infestés expérimentalement avec des
larves d’H. contortus. Un suivi coproscopique permet de déterminer le statut résistant

ou sensible de chacun de ces béliers.

De nombreuses régions chromosomiques a l'origine de la résistance génétique
des ovins aux SGI ont ainsi été mises en évidence, laissant penser que le

déterminisme génétique de cette résistance était polygénique.

Les génes de résistance sont spécifiques a chaque race d’ovins et bénéficient
d’un bon niveau d’héritabilité compris entre 0,2 et 0,4 quelque soit la race. Par
exemple, Aguerre (2019) a établi que [I'héritabilité des excrétions parasitaires
(mesurées en opg) en fin de deuxiéme infestation par des SGI chez les béliers
phénotypés en station de contrble de la race Manech a Téte Rousse était de 0,35, et
que cette héritabilité était plus haute que celle des excrétions parasitaires de fin de

premiere infestation (0,14).

Cependant, une corrélation défavorable entre la résistance génétique aux SGI
chez les ovins de la race Manech a Téte Rousse et les caractéres de production laitiere

ont aussi été mis en évidence (résistance aux mammites et potentiel de production).

Ainsi, la semence des béliers dont I'excrétion parasitaire est la plus faible est
utilisée pour l'insémination des brebis d’élevage qui font face a des parasites
multirésistants aux anthelminthiques. L'autre possibilité est de chercher a faire évoluer
'ensemble de la race en contre-sélectionnant les béliers les plus sensibles (Jacquiet,
2017).

1.4.3. La main-mise de ’'homme sur le filtre d’angle d’évasion du systéme
immunitaire : la vaccination

La réponse immunitaire face aux strongyloses gastro-intestinales est trés peu
spécifique. La recherche d'un vaccin reste alors trés compliquée. A ce jour, les
recherches les plus avancées se sont portées sur H. contortus, sans toutefois
gu’aucun vaccin n’ait, pour le moment, été mis sur le marché en Europe (Nisbet et al.,
2016).
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1.5.

NOTIONS DE FILTRES OUVERTS ET FERMES

Selon Combes, si on suppose que chaque filtre peut étre soit ouvert, soit fermé,

il existe au total quatre combinaisons de filtres entre un “candidat parasite” et un

“candidat hote” :

1. Le filtre de rencontre et le filtre de compatibilité sont tous deux fermeés.

Dans ce cas, le Systéme Parasite Hote (SPH), ne peut exister ;

Le filtre de rencontre est ouvert, mais le filtre de compatibilité est fermé :
le SPH n’existe pas, mais il est possible que des forces de sélection
s’exercent sur le parasite pour ouvrir le filtre de compatibilité, c’est en ce
sens que tout mutant capable d’interaction durable avec I'héte est
sélectionné ;

Le filtre de rencontre est fermé, mais le filtre de compatibilité est ouvert.
Le SPH n’existe pas, mais tout changement dans la composition de la
biocénose ou dans le comportement des organismes peut ouvrir le filtre
de rencontre et provoquer la naissance d’'un SPH ;

Le filtre de rencontre et le filtre de compatibilité sont tous deux ouverts :

un SPH existe.

Cela nous améne a nous demander si les chevreuils et les moutons partagent

une biocénose commune, un élément indispensable au transfert des strongles entre

les moutons et les chevreuils.

1.5.1.

Habitat du chevreuil

La tolérance des chevreuils a l'activité humaine leur a permis d’occuper des

habitats faconnés par 'lhomme tels que les plantations forestiéres, les mosaiques

forét/terre agricoles, les plaines agricoles trés ouvertes de l'ouest et de l'est de

'Europe, et méme des jardins suburbains. Hewison et al. (2001) souligne que méme

dans les régions ou il y a peu de foréts, le chevreuil se retrouve en majorité dans celles-

ci. Les chevreuils, en tant que proies, se servent de la forét comme abris, une solution

de repli en cas d’attaque de prédateurs (San José, Lovari, 1997).
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On distingue deux types de paysages : les espaces ouverts a dominante
plaines et cultures et les espaces fermés a dominante foréts, haies, friches. Dans les
espaces ouverts, les territoires des brocards (chevreuils males) sont quasiment

toujours centrés sur la forét (Zejda, 1985).

Cagnacci et al. (2011) introduisent un nouveau concept : la
géométrie/distribution des foréts dans une zone influencerait la distribution des
chevreuils et pourrait modifier le comportement des chevreuils de forét en chevreuil de
plaine. La population des chevreuils de plaine se caractérise par la formation de grands
groupes d’animaux (Zedja, 1978 ; Bresinski, 1982). Selon San José et al (1997), ce
regroupement serait une stratégie de protection contre les prédateurs. En effet, étre a
découvert surexpose davantage les proies a leur prédateurs et leur regroupement
déstabiliserait ces derniers. L’absence de couverture forestiére permet aux chevreuils

de mieux se voir entre eux et facilite donc leur regroupement.

De plus, Cagnacci et al. (2011) confirme que les chevreuils sont moins
nombreux a proximité des infrastructures humaines (habitations, villages et routes).
Ce résultat est d’autant plus vrai en hiver qu’en été, probablement da au fait qu’en été

les cultures peuvent constituer une couverture pour les chevreuils.

1.5.2. Habitat des moutons

Dans un contexte de domestication des ovins, le type d’habitat dépend de la
race et de sa rusticité, ainsi que du type de production souhaitée (laine, viande, lait,
mixte). Des moutons comme les Rouges de I'Ouest seront plus adaptés au paturage
alors que des moutons ile de France pourront trés bien s’adapter et produire de

maniére équivalente tant en bergerie qu’en pature. On distingue trois types d’élevage :

- Elevage en plein air : le troupeau pature jour et nuit ;
- Elevage en semi-plein air ;
- Elevage en bergerie : le troupeau recoit sa nourriture exclusivement en

bergerie.

Les troupeaux de plein air et semi-plein air représentent 70% des exploitations
et 70% des effectifs (Dudouet, 2003). La rencontre entre les SGI et les deux hotes que
sont les moutons et les chevreuils ne se fera qu’a condition que les moutons soient en

élevage plein air ou semi-plein air.
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Outre la rencontre, une certaine compatibilité entre I'hGte potentiel et le parasite
est nécessaire. Un parasite n'exploite généralement qu'un nombre réduit d'espéces
hétes lui permettant son maintien, sa survie et son développement. Selon le nombre
d'especes hbtes qu’un parasite peut parasiter, il sera considéré soit comme un parasite
spécifique (= sténoxéne ; une seule espece hote), spécialiste (= oligoxéne ; quelques
espéeces hoétes proches phylogénétiquement) ou ubiquiste/généraliste (= polyxéne ;

plusieurs especes hotes éloignées).

Comme le suggere Bush and Holmes (1986), les strongles sont souvent classés

en deux types d’especes : les « généralistes » et les « spécialistes ».

Les strongles dits « généralistes » n’ont pas ou peu de spécificité d’hote, c’est
a dire qu’ils pourront étre observés chez différents hétes mais sans jamais étre
considérés comme dominants. La notion de réservoir pour ces espéeces généralistes
est difficle a mettre en place, car dans certains cas, le réservoir d’'une espéce
généraliste est représenté par I'ensemble des hétes susceptibles d’accueillir le
parasite. Cependant, les strongles généralistes sont des especes importantes d'un
point de vue sanitaire car elles ont un pouvoir d’adaptation fort d’'un héte a un autre,
les rendant ainsi parfois plus pathogéenes que les especes spécialistes (Zaffaroni et
al., 2000).

Les strongles dits “spécialistes” sont spécifiques d’une seule espéce d’hbte (ou
d’'un groupe d’espéces hotes). Ces strongles seront toujours dominants dans la
population parasitaire de I'héte. Lors de fortes densités de population, ces espéces

spécialistes peuvent se retrouver chez des hétes inhabituels (Zaffaroni et al., 2000).

La spécialisation d’un parasite pour son héte indique que ce parasite ne se
retrouve que sur un type d’héte. Or dans notre étude, on s’intéresse aux échanges de
parasites entre deux especes d’hétes différentes. Cela présuppose qu’il faut soit que
nous ayons affaire a des parasites généralistes soit des spécialistes en cours de
transition vers le généralisme. La frontiere entre parasite qualifié de spécialiste ou de
généraliste n’est pas si évidente, et les parasites se situent souvent sur un continuum

« généraliste-spécialiste ».
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2. PRESENTATIONS DES STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX DES CHEVREUILS ET DES
OVINS

2.1. LES DIFFERENTES ESPECES DE STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX

2.1.1.  Especes de SGI spécialistes des chevreuils

Les trois principales especes de strongles (famille des Strongylidés)
spécialistes des chevreuils sont Ostertagia leptospicularis, Spiculopteragia
spiculoptera et Ashworthius sidemi. Ce sont des parasites de la caillette des cervidés.

O. leptospicularis et S. spiculoptera sont des co-parasites des cervidés
appartenant a la méme sous-famille des Ostertagiinés. Ce sont les especes les plus
frequemment retrouvées dans la caillette des chevreuils (Pato et al., 2013). Les
adultes sont des vers minces pouvant mesurer jusqu’a 9 mm de long, ils sont bruns

rougeatres avec une courte cavité buccale (https://veteriankey.com/parasites-of-

cattle/). Leur prévalence peut aller jusqu’a 100% dans certaines régions (Irvine et al.,
2006 ; Zaffaroni et al., 2000 ; Kuzmina et al., 2010). On les retrouve surtout pendant
les périodes chaudes de I'année, c’est-a-dire en fin de printemps ou a I'été. De plus,
leur prévalence serait plus élevée chez les individus males, ainsi que chez les cervidés

adultes par rapport aux faons (Rossi, 1997).

A. sidemi est, a I'origine, un nématode spécialiste du cerf Sika (Cervus nippon).
Cependant, a la suite de I'introduction de ce cerf en Europe au XX™¢ siecle, A. sidemi
est aujourd’hui un des helminthes retrouvé le plus fréquemment dans la caillette des
cervidés, chevreuil compris. La faible différence inter-spécifique sur le plan moléculaire
entre les différents individus d’A. sidemi confirme I’lhypothése de l'introduction récente
de cet helminthe en Europe. Cette espéce invasive est considérée comme un véritable
traceur de déplacement des populations hétes (Lehrter et al., 2016 ; Kuzmina et al.,
2010). Les larves sont non différentiables morphologiquement des larves d’H.
contortus (Lienard, 2007).

D’autres strongles de I'abomasum sont également cités, comme Rinadia
matheovossiani (aussi appelé Spiculopteragia matheovossiani), dont la prévalence
varie de 16 a 28% selon les études, et Ostertagia kolchida, retrouvé fréquemment chez
les cervidés avec une prévalence allant jusqua 73% dans certaines études
(Borgsteede, 1990 ; Rossi, 1997 ; Zaffaroni et al., 2000).
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Outre des parasites de la caillette, certains parasites spécialistes du chevreull
sont retrouvés dans d’autres parties du tube digestif. Dans I'intestin gréle notamment,
une espece frequemment citée est Nematodirus europaeus. Ce sont des strongles
filiformes pouvant mesurer jusqu’a 13,5 mm de long pour 0,2 mm de large et possédant
un spicule terminal (Jansen, 1972 ; Rossi, 1997). Les strongles du genre Nematodirus
spp. sont facilement mis en évidence en coproscopie (cf figure 4) du fait de la grande
taille de leurs oeufs (150 a 250 um) (Zajac, 2006).

Euf de strongles dit  «classique »
(Haemonchus contortus, Trichostrongylus
spp., Ostertagia spp., Oesophagostomum spp.

CEuf de Nematodirus spp.

Figure 4 : comparaison en coproscopie entre un ceuf de Nematodirus spp. et un ceuf de strongle digestif
classique. Source = (Zajac, 2006).

L’espéce dominante du genre Trichostrongylus spp. de lintestin gréle du
chevreuil est Trichostrongylus capricola. Sa prévalence peut s’élever jusqu'a 90%

selon les études (Cacards, 2004).
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2.1.2.  Especes de SGI spécialistes des moutons

Les deux principales especes de strongles gastro-intestinaux spécialistes des
ovins (ou plus généralement des petits ruminants) sont Teladorsagia circumcincta et
Trichostrongylus colubriformis. Ces strongles ont une pathogénicité faible a moyenne
selon les individus infestés. Ce sont des strongles retrouvés dans pratiquement tous
les élevages ovins en France et en Europe plus généralement (Cabaret, 2004 ;
Chartier et al., 1998).

T. circumcincta est communément appelé « ver brun de I'estomac ». Ces petits
strongles hématophages (moins d’'un centimétre de long) sont retrouvés dans la
caillette des ovins : les larves se réfugient dans les glandes gastriques, formant ainsi
des nodules visibles a I'ceil nu sur la muqueuse de 'abomasum (cf figure 5). Ce sont
ces nodules qui permettent la mise en évidence du parasite lors d’'une autopsie car la
petite taille des adultes fait qu’ils sont difficilement visibles. Enfin, une des
caractéristiques de T. circumcincta est sa capacité a interrompre son développement
larvaire (phénomeéne d’hypobiose) dans l'organisme de son héte pendant I'hiver
(Zajac, 2006).

Conséquences de la présence de
Teladorsagia circumcincta dans la
caillette des moutons = des
nodules visibles a I'ceil nu sur la
mugqueuse de |'abomasum

3 N ar P B A Q ) " " R

Figure 5 : Nodules de T. circumcincta dans la caillette d’un ovin. Source = http://www.wormboss.com.au/sheep-
goats/worms/roundworms/brown-stomach-worm.php)
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T. colubriformis est un nématode localisé dans l'intestin gréle. C’est un strongle
trés fin et de petite taille mesurant jusqu’a 6 mm de long : il est, comme T. circumcincta,
difficilement visible lors des autopsies. Il est souvent retrouvé en association avec T.

circumcincta (Zajac, 2006).

Une autre espece du genre Trichostrongylus est retrouvée chez les ovins : il
s’agit de Trichostrongylus vitrinus. C’'est I'espéce de Trichostrongylidés la plus

pathogene chez les petits ruminants (Roeber et al., 2013).

Nematodirus battus est aussi un nématode spécialiste des ovins et plus
particulierement des agneaux, les adultes étant immunisés contre ce parasite. Il est
retrouvé dans l'intestin gréle des agneaux, et lors de la présence de plusieurs milliers
de parasites, des Iésions de la muqueuse intestinale sont possibles. Ce sont des vers
tres fins de 6-8 mm, visibles en grande quantité lors des autopsies. Une autre espéece
du genre Nematodirus spp. peut aussi parfois étre retrouvé chez les ovins : il s’agit de
Nematodirus spathiger (Zajac, 2006 ; Autef, 2008 ; Jacquiet, 2017).

Enfin, Cooperia curticei est aussi retrouvé dans l'intestin gréle des moutons et
plus globalement des petits ruminants. Ce strongle est de petite taille (5 a 11 mm de
long sur 0,1 mm de large) et il a la particularité d’avoir un corps enroulé en « ressort
de montre » (cf figure 6). Il est frequemment retrouvé dans les élevages de petits
ruminants (Zajac, 2006 ; Liénard, 2015).

Figure 6 : Nématode du genre Cooperia spp. en vue macroscopique.
Sources : (Jacquiet, 2017).
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2.1.3. Especes de SGI généralistes communs aux chevreuils et aux moutons

Les deux especes de SGI principalement citées dans la littérature en tant que
strongles généralistes sont Haemonchus contortus et Trichostrongylus axei (Zaffaroni
et al., 2000 ; Lienard, 2007 ; Jean-Antoine, 2017).

H. contortus est un des strongles les plus étudiés du fait de sa haute prévalence
dans les élevages ovins, de sa forte pathogénicité chez les petits ruminants
domestiques et des problemes de résistances a I'encontre de certaines familles
d’antiparasitaires. C’est un strongle hématophage localisé dans la lumiére de la
caillette des ruminants. Les femelles mesurent jusqu’a 3 cm de long et sont facilement

mises en évidence lors d’autopsie (cf figure 7) (Liénard, 2015).

Figure 7 : Photo de vers adultes d’Haemonchus contortus dans la caillette d’un agneau a 'autopsie

Source : (Jacquiet, 2017)

Des études s’appuyant sur ’TADN mitochondrial d’H. contortus confirme I'aspect
généraliste de ce nématode, suggérant ainsi la possibilité de transmission entre
ruminants domestiques et sauvages (Cerutti et al., 2010). En effet, il serait capable
d'infester tous les artiodactyles ruminants (Lehrter et al., 2016). La prévalence d’H.
contortus chez les chevreuils est trés variable : elle peut osciller entre 3% et 70%
suivant les études (Borgsteede, 1990 ; Ferté et al., 2000 ; Kuzmina et al., 2010).

Pour les ovins, H. contortus représente, avec T. circumcincta et T. colubriformis,
95% de la charge parasitaire globale en strongles, malgré une distribution plus
irréguliere d'H. contortus dans les élevages ovins que les deux autres espéces
(Cabaret, 2004).
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H. contortus est un ver extrémement prolifique, puisque les femelles peuvent
pondre plusieurs milliers d’ceufs par jour : les larves de stade L3 s’accumulent ainsi
rapidement dans le milieu extérieur pendant la saison des péatures. Chez les cervidés,
des co-infestations avec A. sidemi (strongle spécialiste des cervidés) sont possibles et
de plus en plus fréquentes, du fait de 'augmentation croissante de la prévalence d’A.
sidemi. En cas de co-infestation, les vers adultes de H. contortus et A. sidemi sont
différentiables car ils possédent des caractéristiques morphologiques différentes, mais
ce n'est pas le cas pour les ceufs et les stades larvaires des deux espéces qui sont
extrémement semblables et non différenciables morphologiquement. Un protocole de
PCR multiplex basé sur 'ADN mitochondrial des deux strongles est désormais
disponible, et permet de distinguer H. contortus et A. sidemi quelque soit leur stade de

développement en cas de co-infestation (Lehrter et al., 2016).

Tout comme H. contortus, Trichostrongylus axei est un nématode
hématophage, localisé dans la caillette des ruminants domestiques et sauvages. Ce
sont des vers tres petits et tres fins, mesurant entre 4 et 6 mm et non visibles a I'ceil
nu. T. axei est mis en évidence dans de nombreuses études sur I'helminthofaune des
chevreuils, avec une prévalence variable pouvant atteindre 50% (Cacards, 2004).

Chez les moutons, son importance est moindre que celle d’H. contortus.

Winter et al (2018) citent deux autres especes généralistes importantes des
ruminants sauvages et domestiques : Oesophagostomum venulosum et Chabertia
ovina. O. venulosum est un nématode parasite du gros intestins et visible a I'ceil nu,
tandis que C. ovina est un strongle retrouvé dans le célon des ruminants. Leur
prévalence varie d’'un individu a I'autre mais elle reste relativement faible en général,

notamment chez les chevreuils (Pato et al., 2013 ; Winter et al., 2018).

Enfin, d’autres strongles gastro-intestinaux sont cités dans la littérature,
notamment Marshallagia marshalli qui est un parasite de la caillette retrouvé
principalement dans les zones arides et semi-arides. En effet, les stades libres de cette
espece ont besoin d’un climat froid et sec pour se développer correctement. On le
trouve principalement dans I'Eurasie, méme s'il a aussi été mis en évidence au Maroc,
en Espagne, en Ouzbékistan et dans les Alpes (Zaffaroni et al., 2000 ; Zouyed, 2015 ;
http://dailyparasite.blogspot.com/2012/10/marshallagia-marshalli.html).
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Nematodirus filicolis et Bunostomum trigonocephalum sont également cités
dans certaines études : ce sont deux parasites retrouvés dans l'intestin gréle des
ruminants domestiques et sauvages, méme s'ils restent rarement signalés chez le
chevreuil. B. trigonocephalum est un parasite hématophage de grande taille pouvant

mesurer jusqu’a 3 cm de long (Cacards, 2004).

2.1.4. Synthése

Le tableau 4 ci-aprés rassemble tous les strongles gastro-intestinaux

spécialistes et généralistes des chevreuils et des ovins cités précédemment.

2.1.5. Echanges de SGI entre chevreuils et moutons

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence des SGI spécialistes des

ruminants domestiques chez les ruminants sauvages.

D’abord, Pato et al. (2009) ont mis en évidence la présence de T. circumcincta,
T. axei et Cooperia punctata & la fois chez des chevreuils et des bovins au nord-ouest
de I'Espagne (Galice). lls concluent a une possible infection croisée entre les

chevreuils et les bovins paturant dans les mémes prairies.

De méme, dans une étude de Pato et al. (2013) sur I'helminthofaune de 218
chevreuils du nord-ouest de la péninsule ibérique, des parasites spécialistes des
ruminants domestiques ont pu étre mis en évidence chez les chevreuils, tels que
Nematodirus spathiger, T. circumcincta, T. colubriformis et T. vitrinus. Ils supposent
ainsi que les chevreuils pourraient faire office de réservoir de ces strongles spécialistes

pour les ruminants domestiques.

Enfin, une étude tres récente de Barone et al. (2020) réalisée aux Etats-Unis
sur 548 feces de ruminants sauvages et 28 feces de bovins met en évidence la
présence de trois parasites fréquemment retrouvés dans les élevages de ruminants
domestiques américains, a savoir O. ostertagi, T. colubriformis et H. contortus, a des
prévalences respectives de 55 %, 35 % et 24%. Les auteurs concluent que les
ruminants sauvages peuvent ainsi étre des réservoirs de SGI, en maintenant des
niveaux d’infestations de SGI élevés dans les élevages de ruminants domestiques,

rejoignant ainsi les conclusions de Pato et al (2013).
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Famille

Trichostrongylidés

Sous famille

Ostertagiinés

Ostertagia leptospicularis

Spiculopteragia spiculoptera

Rinadia matheovossiani

Ostertagia kolchida

Spécialistes des chevreuils

Marshallagia marshalli

Généraliste

Teladorsagia circumcincta

Spécialiste des ovins

Haemonchinés

Haemonchus contortus

Généraliste

Ashworthius sidemi

Spécialiste des chevreuils

Trichostrongylinés

Trichostrongylus axei

Généraliste

Localisation

Caillette

Trichostrongylus capricola

Spécialiste des chevreuils

Trichostrongylus colubriformis

Trichostrongylus vitrinus

Spécialistes des ovins

Nematodirinés

Nematodirus europaeus

Spécialiste des chevreuils

Nematodirus filicolis

Généraliste

Nematodirus battus

Nematodirus spathiger

Coopériinés

Cooperia curticei

Spécialistes des ovins

Strongylidés

Bunostominés

Bunostomum trigonocephalum

Oesophagostominés

Oesophagostomum venulosom

Chabertia ovina

Généralistes

Intestin gréle

Gros intestin

Colon

Tableau 4 : Principaux strongles gastro-intestinaux spécialistes et généralistes des chevreuils et des ovins
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2.2. IMPACT DES STRONGLES SUR LA SANTE DES MOUTONS ET DES CHEVREUILS

2.2.1. L’impact des SGI sur I'élevage ovin

Les SGI ont un impact socio-économique majeur sur I'élevage ovin. Il y a une
vingtaine d’années, le colt total de la gestion du parasitisme en élevage ovin a été
évalué a 10 billions de dollars a I'échelle mondiale, et ce uniquement sur la base de
'achat des antiparasitaires (Mcleod, 1995). En effet, en plus de la perte économique
directe engendrée par ces traitements, l'infestation par des strongles gastro-
intestinaux provoquent des pertes de production indirecte dues a des baisses de
performances et de I'état général des animaux. Notamment, les deux conséquences
les plus importantes sont une baisse de la production de lait ainsi qu’'une diminution

du gain moyen quotidien (GMQ) des ovins (Mavrot et al., 2015).

2.2.2.  Les strongyloses digestives des ovins

Les principaux problemes rencontrés dans les élevages de petits ruminants
sont ceux causés par H. contortus. En effet, 'lhaemonchose aiglie est provoquée par
les larves L4 et les vers adultes hématophages dont la principale conséquence est une
anémie, plus ou moins marquée suivant I'importance de l'infestation (cf figure 8). Les
moutons peuvent aussi présenter du méléna, de l'cedéme (a la suite d'une
hypoprotéinémie majeure), allant parfois méme jusqu’a la mort de I'individu. En cas
d’haemonchose dite « chronique », les ovins présentent une dysorexie, une perte de
poids et une anémie faible a modérée. H. contortus n’est cependant pas une cause de

diarrhée primaire (Roeber et al., 2013 ; Jacquiet, 2017).
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d’haemonchose aiglie. Source : (Jacquiet, 2017)

T. circumcincta provoque des diarrhées importantes en cas de forte infestation,
ainsi que de 'anémie et parfois la mort de I'animal. Cependant, il est plus courant en
élevage ovin d’avoir de faibles infestations, avec des moutons présentant uniquement

de la diarrhée et une perte de poids (Zajac, 2006).

Les strongles du genre Trichostrongylus spp. et notamment T. vitrinus
provoquent quant a eux des diarrhées profuses sévéeres, avec des moutons ayant des
souillures périanales importantes. Cette diarrhée est souvent associée a une perte de
poids et, en cas d’infestation sévére, a la mort de l'individu (Zajac, 2006 ; Roeber et
al., 2013).

Les agneaux sont tres sensibles aux infestations par Nematodirus battus. Lors
de leur premiere année de pature, les individus agés de quatre a huit semaines
présentent brutalement une diarrhée verdatre profuse entrainant une déshydratation
importante, avec une forte baisse de I'état général et de I'hyperthermie. Parfois, les
agneaux les plus atteints ont besoin de deux a trois mois pour reprendre un poids
normal. La mortalité en élevage peut atteindre 30%. Ces signes cliniques majeurs sont
provoqués par les larves de stade L4 de N. battus : ainsi, la seule facon de mettre en
évidence ce parasitisme est l'autopsie, étant donné que les signes cliniques

apparaissent avant que les vers adultes ne produisent des oeufs (Autef, 2008).
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Enfin, comme pour les chevreuils, les autres espéeces de strongles gastro-
intestinaux comme B. trigonocephalum, C. ovina, C. curticei ou encore O. venulosum
ont un pouvoir pathogéne relativement faible mais ils contribuent a diminuer I'état
général des ovins en provoquant de la diarrhée et de la perte de poids (Roeber et al.,
2013).

2.2.3.  Les strongyloses digestives des cervidés

L’'impact des strongles gastro-intestinaux sur la santé des cervidés est encore
mal connu. En effet, il est délicat d’affirmer en ante-mortem que la dégradation de I'état
général d'un individu soit la conséquence d’un parasitisme digestif important, étant
donné la difficulté de réaliser des examens complémentaires sur la faune sauvage. De
plus, en post-mortem, les mémes questions se posent : 'observation d’une charge
parasitaire importante dans le tractus digestif d’'un chevreuil a 'autopsie ne suffit pas

a poser le diagnostic quant a la cause de sa mort.

Cependant, une étude d’Irvine et al (2006) sur le cerf en Ecosse a montré
gu’une forte intensité d’infection par Ostertagia spp. pouvait entrainer une baisse de
I'état général des cervidés via la mesure du poids de la carcasse, et de I'évaluation de
I'état d’engraissement de I'individu (présence ou non de graisse sur les reins et sur la
carcasse en général). De plus, méme une faible infestation a des effets subcliniques
sur les cervidés telle qu'une baisse de I'appétit, entrainant ainsi une dégradation de
'état général de l'animal et donc une prédisposition a des infections virales et

bactériennes (Irvine et al., 2006).

En outre, la masse corporelle des cervidés reste un indicateur non spécifique
du parasitisme, car elle ne répond que tardivement a la présence de strongles
digestifs. C’est ainsi que Jégo et al (2014) ont montré que plus les chevreuils avaient
une charge parasitaire importante, plus certains parametres hématologiqgues comme
I’'hnématocrite, la créatinine et les fructosamines étaient modifiés. De plus, ces critéres
varient plus précocement que la masse corporelle. Cependant ces examens

complémentaires restent tres peu réalisables en pratique.
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Enfin, les conséquences cliniques de chacun des parasites cités précédemment
restent difficilement évaluables chez les cervidés. Cependant, les signes cliniques
associés a certains parasites restent identiques a ce que I'on peut observer chez les
ruminants domestiques. Typiquement, les strongles hématophages comme H.
contortus, A. sidemi et B. trigonocephalum engendrent une anémie, évaluable en
autopsie par la présence d’hémorragies punctiformes sur 'ensemble de la muqueuse

digestive.

De plus, certaines espéeces de strongles peuvent provoquer des diarrhées
profuses, engendrant de la déshydratation et des individus cachectiques, méme si ce

n’est pas le cas pour tous les strongles (ex : H. contortus).

Les strongles de la famille des Ostertagiinés comme O. leptospicularis ou S.
spiculoptera peuvent causer des Iésions identiques a ce que I'on observe en cas
d’ostertagiose chez les bovins, a savoir une gastrite importante associée a de
nombreux nodules sur la paroi de la caillette. Enfin, les strongles digestifs comme
Trichostrongylus capricola, Nematodirus europaeus ou encore Oesophagostomum
spp. participent surtout a un affaiblissement général de I'individu en cas d’infestation
tres importante (Cacards, 2004 ; Lehrter et al., 2016).

3. METHODES DE MISE EN EVIDENCE DES STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX CHEZ LES
OVINS ET LES CHEVREUILS

La mise en évidence des strongles gastro-intestinaux est primordiale avant la
réalisation d’un traitement antiparasitaire, sil'on souhaite faire une utilisation raisonnée
des anthelminthiques. Les strongles peuvent étre mis en évidence a plusieurs stades
de leur cycle, suivant la méthode utilisée.

En pratique sur le terrain, le moyen le plus employé pour évaluer l'infestation des
ruminants domestiques par les strongles gastro-intestinaux reste la coproscopie. Les
autres procédés, tels que la coproculture ou la PCR, sont surtout utilisés dans les
enquétes épidémiologiques, que ce soit pour les animaux de rente ou pour la faune

sauvage (Jacquiet, 2017).

58



3.1. COPROSCOPIE

La coproscopie permet de mettre en évidence des ceufs de strongles gastro-
intestinaux dans les matiéres fécales. Elle peut étre qualitative, par la simple
visualisation d’éléments parasitaires, ou quantitative, par un comptage des ceufs sur

cellule de McMaster qui permet d’évaluer l'intensité d’excrétion parasitaire.

3.1.1. Prélevement de féces

Un prélevement de selles par voie rectale est a privilégier : cela est possible
chez les ruminants domestiques tels que les ovins, mais difficilement réalisable chez
les chevreuils (excepté éventuellement lors de capture). Pour réaliser des
coproscopies dans la faune sauvage, des prélevements a méme le sol sont possibles,

a partir du moment ou les féces sont fraiches (<24h).

En quantité, il faut, au minimum, entre 3 et 5 grammes de féces pour les ovins
et les chevreuils. Le laps de temps entre le prélévement et I'analyse coprologique doit
étre le plus bref possible pour éviter toute perte de sensibilité et de spécificité par
destruction des ceufs. S’il doit y avoir un stockage, il est conseillé de conserver les

prélévements au froid positif (+4°C).

3.1.2.  Principes généraux des méthodes d’enrichissement par flottation

En coprologie, les méthodes d’enrichissement par flottation permettent de
concentrer les éléments parasitaires de faible densité a partir d'une trés petite quantité
de feces, en utilisant des solutions de densités élevées. Différents liquides de flottation

sont utilisés en fonction des ceufs recherchés.

Pour la mise en évidence des ceufs de SGI, des solutions avec des densités
comprises entre 1,1 et 1,2 sont suffisantes. C’est le cas par exemple des solutions de
chlorure de calcium, de saccharose et de chlorure de sodium. Elles ont I'avantage

d’étre peu dangereuses pour l'utilisateur et d’avoir un faible codt.
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A linverse, les ceufs de trématodes comme Fasciola hepatica ou Dicrocoelium
lanceolatum sont plus lourds que les ceufs de SGI et demandent, pour les analyses
coproscopiques, des liquides de densité idéalement supérieure a 1,4 pour étre mis en
évidence. C’est le cas de I'iodomercurate de potassium qui a une densité de 1,44, et
qui permet ainsi d’avoir une trés bonne sensibilité dans la détection des ceufs de
trématodes. Cependant, en plus de son colt important, ce liquide présente une grande
toxicité (effets caustiques, tératogenes et embryotoxiques). A cause de ses
inconvénients, I'iodomercurate de potassium est trés peu utilisé et est remplacé en
pratique par le sulfate de zinc, qui a une densité allant de 1.35 & 1.40. Le sulfate de
zinc présente une bonne sensibilité dans la détection des ceufs de trématodes, et
notamment de F. hepatica. Cependant, son utilisation entraine des altérations

morphologiques des ceufs, compliquant leur identification (Sochat, 2015).

3.1.3.  Coproscopie qualitative

La coproscopie qualitative permet de valider la présence ou non d’ceufs de
strongles dans les feces. Malheureusement, la distinction entre deux genres de
strongles ne peut pas étre faite sur les bases d’'une coproscopie. Seuls les ceufs du
genre Nematodirus spp. sont différenciables des autres, de par leur taille plus

importante.

3.1.4. Coproscopie quantitative

La coproscopie quantitative permet de mesurer lintensité d’excrétion
parasitaire, exprimée en ceufs par gramme (opg) de féces. Plusieurs méthodes de
coproscopie quantitative existent, mais la plus utilisée en médecine vétérinaire est la

méthode d’enrichissement par flottation utilisant la technique de MacMaster.

Le principe est de mélanger les feces a un liquide plus dense, afin de faire flotter
a la surface les éléements parasitaires comme les ceufs. L'eau salée de densité 1,2 est
couramment utilisée et est facilement obtenue par saturation de I'eau en sel (NaCl),

en mélangeant 400 grammes de sel de cuisine a 1 litre d’eau.
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Ainsi, le protocole est le suivant: 3 grammes de matieres fécales sont
incorporés dans 42mL d’eau salée de densité 1,2. Les feces sont écrasées, le mélange
est homogénéisé puis filtré trois fois a 'aide d’une passoire a thé, permettant d’éliminer
les fibres ou autres débris non digérés. Le mélange est de nouveau homogénéisé, et,
a l'aide d’une pipette jaugée, une petite quantité de liquide est récupérée puis déposée
sur les deux chambres d’une lame de McMaster, qui sont chacune surmontée d’un
réseau (ou grille de comptage) (cf figure 9). Les ceufs de strongles, ayant une densité
plus faible que I'eau salée, remontent progressivement a la surface (apres un temps
de repos de deux minutes) et se fixent sous la lamelle. L'échantillon est ensuite

observé au microscope optique a 'objectif x10 (cf figure 10).

Chambre

Réseau

Figure 9 : Lame de McMaster. Source : (Jacquiet,2017).

Chaque réseau contient 0,15 mL du mélange, équivalent a 1/300¢™ de la
solution initiale (42 mL) : on en déduit ainsi que le comptage d’'un seul ceuf dans un
réseau équivaut a 300 ceufs dans 3 g de féces soit a 100 ceufs pour 1 g de selle. Pour
plus de précision, le dénombrement est souvent réalisé dans les deux réseaux, ou un
ceuf équivaut donc a 50 ceufs par gramme de matiére fécale (opg). Si aucun ceuf n’est
trouvé dans les deux réseaux, il faut regarder dans les chambres autour des réseaux
: en sachant qu’une chambre contient 0,5 mL du mélange, on en déduit, par le méme

raisonnement, qu’un ceuf en dehors du réseau correspond a 15 opg.
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x 5 ou x10

CEuf de strongle

Bulle d’air

Figure 10 : observation des ceufs de strongles sous lame de McMaster sous microscope optique (x10)
Source : (Jacquiet, 2017)

3.1.5. Intérét de la coproscopie de mélange

Les coproscopies individuelles sont relativement colteuses pour les éleveurs
de petits ruminants. En effet, pour avoir une bonne appréciation du statut parasitaire
d’un troupeau, il faut, dans l'idéal, au moins une dizaine de prélévements, en sachant
gu’une coproscopie individuelle colte entre dix et quinze euros suivant le cabinet
vétérinaire.

Pour tenter de contourner ce probleme, des coproscopies de mélange sont de
plus en plus réalisées. Pour cela, des prélevements de féces de quinze animaux d’un
méme lot sont récupérées individuellement. Puis, un gramme de chaque échantillon
est prélevé et 'ensemble des quinze échantillons est mélangé dans un mortier. Une
fois bien homogénéisé, trois grammes du mélange sont récupérés puis analysés par

la méthode de Mac Master par flottaison au sel décrite préecédemment.

Il est recommandé de réaliser deux analyses coproscopiques par mélange. En
effet, Bonnefont et Canellas (2014) ont montré la trés forte corrélation (r = 0,98) entre
la moyenne de quinze valeurs individuelles obtenues suite a une coproscopie
quantitative et la moyenne de deux valeurs obtenues aprés mélange des quinze
prélevements individuels. La coproscopie de mélange est donc un bon moyen pour
estimer l'infestation moyenne d’un lot de petits ruminants (Bonnefont, Canellas, 2014).
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En pratique, les coproscopies de meélange sont frequemment utilisées dans les

élevages d’ovins, car moins couteuses et plus rapides.

3.2. LA COPROCULTURE

La coproculture est une méthode permettant I'évolution des ceufs de strongles

digestifs en larves infestantes puis I'identification de celles-ci.

Des préléevements individuels ou de mélange de matieres fécales, contenant
des ceufs de strongles, sont mis a I'étuve a 24°C pendant dix a quinze jours. Une
humidification des échantillons est réalisée tous les deux jours a I'aide d’'une pissette

d’eau.

Aprés ce temps d’incubation des ceufs, les larves sont extraites des matiéres
fécales selon le protocole suivant (MAFF., 1986) : le pot est sorti de I'étuve, rempli
d’eau du robinet jusqu’au bord puis 'ensemble est retourné sur des boites de pétri,
elle-méme remplie d’eau jusqu’aux trois-quarts. Un temps de repos de 24h est laissé,
temps pendant lequel les larves L3 présentes dans les feces migrent dans le liquide
de la boite de pétri, qui est ensuite récupéré a I'aide d’une pipette graduée et mis dans
un tube Falcon de 45mL. Ces mémes opérations sont réitérées 24h plus tard, de

maniere a récupérer une quantité maximale de larves de stade L3.

Puis, les tubes Falcon contenant les larves L3 sont centrifugés (4500 tours par
minutes pendant 10 minutes) et deux phases se forment alors : le culot (ou se trouvent
les L3) et le surnageant. Le culot est ensuite observé entre lame et lamelle au
microscope optique, permettant l'identification des L3 de strongles sur des critéres

morphologiques (cf figure 11).

Cette méthode d’identification peut étre réalisée autant chez les ruminants
domestiques et sauvages, méme si la diagnose morphologique des L3 reste un travalil

difficile et fastidieux, méme pour un parasitologue expérimenté.
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Figure 11 : Larve L3 du genre Nematodirus spp obtenue aprés coproculture,

observée au microscope optique (x100)

Source : http://www.wormboss.com.au/sheep-goats/news/articles/tests/larvae-on-

pasturea-view-from-the-laboratory.php

3.3. L’AUTOPSIE

L’autopsie est une méthode fréquemment utilisée pour la mise en évidence de
strongles gastro-intestinaux, principalement aux stades adultes, dans la faune
sauvage, dont les cervidés (Zaffaroni et al., 2000 ; Lehrter et al., 2016). Chez les ovins,
elle est régulierement pratiquée sur le terrain par les vétérinaires praticiens pour
dépister 'haemonchose. En effet, les strongles généralistes de la caillette tels qu’H.
contortus sont facilement visualisables (présence de grands vers rouges sur la
muqueuse abomasale). |l en est de méme pour certains strongles de l'intestin gréle
comme Nematodirus spp. qui sont parfois présents par milliers, notamment chez les

agneaux, chez qui des signes d’entérite hémorragique sont parfois associés.

Cependant, certains strongles sont trop petits pour étre visibles a I'ceil nu
(comme T. circumcincta ou T. colubriformis), expliquant ainsi le manque de sensibilité
de cette méthode. De plus, certaines espéces peuvent aussi étre trés proches
morphologiquement (H. contortus versus A. sidemi) et donc un manque de spécificité

de cette méthode est aussi a souligner.

Les différentes lésions observables propres a I'infestation de chaque espéce de

strongles chez le chevreuil et les ovins sont exposées dans le paragraphe 2.1.
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3.4. LAPCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) peut étre utilisée pour mettre en évidence
de 'ADN des strongles gastro-intestinaux. Son utilisation pour le diagnostic des
infestations par les NGI a été une avancée majeure. En effet, les méthodes présentées
précédemment présentent un manque de sensibilité et de spécificité importante dans
le diagnostic des différentes espéces de strongles. La coproscopie ne permet
d’évaluer qu'une intensité d’excrétion, les oeufs de SGI n’étant pas
morphologiquement discernables d’'un genre a l'autre, tandis que la coproculture et
l'autopsie se basent sur des criteres morphologiques précis mais difficilement

utilisables, méme pour un opérateur a I'ceil aguerri.

La PCR est une méthode moléculaire qualitative permettant 'amplification in
vitro d’'une séquence d’ADN spécifique. Aprés extraction de I'ADN, celui-ci est
dénaturé a haute température : 'ADN bicaténaire (ou double brin) est déroulé en ADN
monocaténaire (ou simple brin). S’en suit une étape d’hybridation ou une amorce
spécifique de la séquence a amplifier se fixe sur I'extrémité de '’ADN monobrin
dénaturé. Puis, a partir de ces amorces, une enzyme ADN polymérase permet
I'élongation, par complémentarité des bases, des brins d’ADN cibles. Ce cycle en trois
étapes (dénaturation, hybridation puis élongation) est répété plusieurs dizaines de
fois ; chaque nouvel ADN bicaténaire obtenu devient une matrice pour le cycle suivant,
permettant ainsi une amplification de la séquence d’ADN cible de fagon exponentielle
(cf figure 12).
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Figure 12 : Schéma explicatif représentant les cycles de PCR

Source : https://wiki.aurea.eu/index.php/La_technique PCR

Une approche quantitative peut étre faite par l'utilisation d’'une PCR en temps
réel (ou RT-PCR) : elle permet de mesurer la quantité initiale d’ADN présent par suivi

de l'intensité de I'amplification de '’ADN en temps réel, a I'aide de fluorescence.

Pour le diagnostic des strongyloses intestinales chez les petits ruminants, la
séquence cible utilisée pour différencier les différentes espéces de strongles est le
locus ITS-2 (Internal Transcripted Spacer 2) présent sur 'ADN ribosomique (noté
ADNr) de toutes les cellules eucaryotes. Pour rappel, ’ADNr est un opéron formé d’'une
répétition en tandem de plusieurs domaines, dont I'TS-2. L’ITS-2 a 'avantage d’avoir
un niveau de variation intra-spécifique tres faible mais une variation inter-spécifique
suffisante pour différencier les especes de strongles. Ce domaine est, en fait,
I'équivalent de 'ADNr 16s, codant pour la petite sous-unité des ribosomes des
procaryotes, qui est tres utilisé en phylogénie pour séquencer des communautés
bactériennes et réaliser des « microbiomes ». L'ITS-2 et 'ADNr 16s sont des
« metabarcode » : ce sont des petites régions de ’ADN taxonomiquement informatives
et encadrées par deux regions conserveées qui permettent 'ancrage des amorces de
PCR (Avramenko et al., 2015).
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La méthode de RT-PCR permet a la fois d’identifier et de quantifier les larves
des principales espéces de strongles présentes dans I'echantillon de féces (Learmount
et al., 2009). C’est une méthode rapide, puisqu’elle peut étre réalisée en moins d’'une
journée (contre plus de dix jours pour la méthode de coproculture traditionnelle), et

fortement sensible et spécique (Roeber et al., 2013).

Il existe également des PCR multiplex qui permettent de mettre en évidence
dans une méme manipulation les trois principales especes de strongles des ovins et
des caprins (H. contortus, T. circumcincta et T. colubriformis). Cette méthode, mise au
point par Roeber et al. (2012) présente une forte sensibilité (100%) et spécificité
(87,5%).

Ces méthodes moléculaires de PCR peuvent ainsi étre utilisées autant chez les
petits ruminants domestiques que chez les ruminants sauvages comme les cervidés.
En revanche, malgré sa rapidité d’exécution mais du fait de son codt important, elle
reste encore peu utilisée sur le terrain. De plus, un des principaux inconvénients des
méthodes de PCR ou de RT-PCR est qu’il faut déja avoir une idée des parasites
présents dans I'échantillon, de maniére a choisir correctement les amorces pour

amplifier les brins d’ADN cibles (Avramenko et al., 2017).

3.5. LE NEMABIOME

3.5.1.  Principe

Une des principales limites des études sur I'helminthofaune des ruminants
sauvages et domestigues est la difficulté d’obtenir des informations quantitatives quant

a la prévalence du parasite dans I'’échantillon de féces étudié.

En 2015, Avramenko et al. proposent une nouvelle méthode ayant pour but de
détecter quantitativement la proportion, dans un échantillon, d’'une espéce de parasite
avec une grande précision taxonomique. C’est la méthode du « némabiome ». Ce
procédé s’appuie sur le séquengage a haut débit du locus ITS-2 de 'ADNr des

strongles gastro-intestinaux.
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Dans un premier temps, les larves de stade L3 issues de coprocultures de féces
sont isolées et un lysat de leur ADN est préparé. Puis, les fragments ITS-2 de 'ADNr
de chaque espece de strongles sont amplifiés par PCR et séquencés, de fagon a créer
une librairie de séquencage. Une étape de bio-informatique est ensuite réalisée pour
trier les différents ITS-2 séquencés (appelés « reads »). Avramenko et al (2015) ont
créé un registre regroupant toutes les séquences ITS-2 des différentes especes de
strongles les plus communes chez les ruminants domestiques. Si aucune
correspondance supérieure a 90% n’est retrouvée avec une séquence d’ITS-2 connue,
alors le « reads » est supprimé. La prévalence de chaque espece de strongles est
calculée en divisant le nombre de « reads » assigné a chaque espéce au nombre total

de « reads » pour I'échantillon étudié.

La méthode du « némabiome » présente ainsi plusieurs avantages. Le premier
est qu’il ne demande aucune hypothése quant aux différents parasites présents dans
I'échantillon, contrairement a la technique de PCR seule : en effet, les amorces
utilisées dans la PCR étant spécifigues d’'un géne, il faut avoir une idée de
I'helminthofaune de I'échantillon en question avant de réaliser la PCR. Le deuxiéme
avantage réside dans le fait que c’est une méthode extrémement sensible, qui permet
de détecter des especes de strongles avec des prévalences inférieures a 0,1%. Enfin,
elle indique des données quantitatives extrémement précises, permettant ainsi de
réaliser des études épidémiologiques beaucoup plus poussées, que ce soit concernant

les ruminants domestiques ou les ruminants sauvages (Avramenko et al., 2017).

3.5.2.  Etude de cas a partir de I'étude de Barone et al. (2020)

La figure 13 ci-dessous est issue de I'étude de Barone et al. (2020). Chaque
barre représente un échantillon de féces de ruminants sauvages (N = 89). Chaque
espéce de SGI est associée a une couleur et suivant la prévalence de I'espéce dans
I'échantillon en question, la quantité de couleur dans la barre sera plus ou moins
importante. L’axe des abscisses représente le numéro de I'échantillon et 'axe des

ordonnées la composition en pourcentage de I'espéce de nématode.
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Si on prend I'exemple de I'’échantillon n°10 (montré a 'aide des fleches noires),
son helminthofaune est variée : 35% des SGI identifiés sont des SGI appartenant a
'espéce O. venulosum (couleur grise), 20% des O. leptospicularis (couleur rouge), 5%
des O. ostertagi (couleur orange), 38% des T. colubriformis et 2% des Trichostrongylus
spp. Il est alors tres facile de comparer les helminthofaunes de plusieurs échantillons :
par exemple, dans les échantillons 67 a 73, il n’a été retrouvé que des individus de

'espéce O. ostertagi.
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Figure 13: : Fréquence relative des principaux SGI des ruminantes domestiques et sauvages dans 89 échantillons de féces de ruminants sauvages (Barone et al. 2020)
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PARTIE 2 : LES STRONGLES
GASTRO-INTESTINAUX RESISTANTS
AUX ANTIPARASITAIRES CHEZ LES

CHEVREUILS ET LES OVINS
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1. GENERALITES SUR LES RESISTANCES AUX ANTHELMINTHIQUES RENCONTREES CHEZ
LES RUMINANTS

1.1. DEFINITION GENERALE DE LA RESISTANCE AUX ANTIPARASITAIRES

En 2015, TOMS a défini la résistance aux antiparasitaires (ou chimiorésistance)
comme la modification génétique de certains parasites, leur donnant la capacité de
résister a des doses d’antiparasitaires normalement efficaces a I'encontre d’une
majorité de parasites composant une population normale de la méme espéce. Ce

phénomene de chimiorésistance est décrit depuis plus de 30 ans.

Il existe différents niveaux de résistance. La résistance simple, qui correspond
a une résistance a une seule molécule donnée ; la résistance de famille, pour laquelle
des parasites sont résistants a toute une famille de molécules ayant le méme mode
d’action, et enfin la résistance multiple qui se définit comme une chimiorésistance
envers des molécules aux modes d’actions différents (et donc de familles différentes)
(Tanguy, 2011).

Malheureusement, de plus en plus de cas de résistances multiples sont
évoqués dans le monde. C’est le cas par exemple d’'une souche d’H. contortus isolée
dans une ferme au Kenya, résistante a l'ivermectine (avermectine), au lévamisole
(imidazothiazolé), a [I'association Iévamisole/rafoxide et a [I'albendazole
(benzimidazole) (Gakuya, Nganga, 2007). Aussi, ces cas de résistances multiples
existent également en France, comme l'ont mis en évidence Cazajous et al. (2018)
avec une souche d’H. contortus résistante a l'ivermectine et au fenbendazole dans un

élevage de moutons Tarasconnais des Pyrénées.

De plus, a priori, il n’existe pas de réversion possible de la résistance : quand
une résistance est installée dans un élevage, il n'y a pas de retour en arriére
envisageable. En effet, une étude réalisée sur des patures en Australie ou des
strongles résistants aux benzimidazoles avaient été mis en évidence montre que,
malgré I'absence d’utilisation de cette famille de molécules pendant 4 ans, aucune

réduction du niveau de résistance n’a pu étre observée (Jackson, 1993).
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1.2. ETAT DES LIEUX DE LA RESISTANCE DANS LE MONDE

La résistance aux antiparasitaires est un phénomene mondial, méme si une
prévalence forte est observée dans les pays tropicaux (Ameérique du Sud et Afrique)

et en Océanie avec I’Australie et la Nouvelle-Zélande.

En Afrique du Sud par exemple, plusieurs élevages de petits ruminants ont dQ
cesser leur activité car plus aucun traitement antiparasitaire n’était efficace contre H.

contortus (Gakuya, Nganga, 2007).

En Océanie, quelques chiffres sont alarmants : dans I'ouest de I'’Australie par
exemple, la prévalence de la résistance contre les benzimidazoles et le Iévamisole de
T. circumcincta est proche de 100%, et celle a I'encontre des avermectines pour la
méme espece est estimée a 80% (chiffres qui ont doublés entre 2000 et 2012). Des
chiffres similaires existent également en Nouvelle-Zélande (Kaplan, Vidyashankar,
2012).

En Amérique Latine, dans la contrée de Mexico, une forte prévalence de la
résistance aux benzimidazoles et aux lactones macrocycliques a été mise en évidence
dans des élevages ovins de production de laine, avec des efficacités de traitement
allant de 0 a 70%. Etonnamment, aucune résistance contre les imidazothiazolés n’a

été prouvée dans cette étude (Santiago-Figueroa et al., 2019).

En Europe, la prévalence de la résistance aux antiparasitaires était, a l'origine,
plus basse que dans les autres régions du monde (Kaplan, Vidyashankar, 2012).
Cependant, de récentes études montrent que les niveaux de prévalence augmentent,
et ce quelle que soit la famille d’antiparasitaires utilisée. Une étude menée au Pays-
Bas en 2018 sur trente-quatre élevages ovins montre que plus de 70% d’entre eux
présentent une résistance a l'oxfendazole, quasiment 80% sont résistants a
'invermectine et 50% a la moxidectine. Aucune résistance au Iévamisole n’a, en
revanche, été mise en évidence. Ces chiffres sont inquiétants notamment pour la
famille des lactones macrocycliques, ou une nette perte d’efficacité a pu étre mise en
évidence dans la derniére décennie (Ploeger, Everts, 2018). Une étude similaire
réalisée en Belgique a aussi mis en évidence I'extension des phénomeénes de
résistance aux benzimidazoles et aux lactones macrocycliques dans vingt-six élevage

d’ovins des Flandres (Claerebout et al., 2020).
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De plus, comme le montre I'étude de Rose et al. (2015) sur le continent
européen, la résistance aux antiparasitaires est beaucoup plus répandue chez les

petits ruminants (chevres et moutons) que chez les bovins (cf figure 14).

B AN O fepont Of AR

Figure 14 : Cartes donnant la répartition des résistances aux antiparasitaires en Europe chez
différentes espéces de ruminants domestiques. Source : (Rose et al., 2015)

Cependant, cette carte n’est plus a jour pour les élevages de bovins. En effet,
Geurden et al. (2015) confirment la présence de parasites résistants contre la
moxidectine dans trois élevages de bovins en France et un élevage de bovins en
Allemagne et en Grande Bretagne. De méme, des parasites résistants a I'ivermectine
ont été mis en évidence dans ces trois pays. Une étude trés récente ne montre aucun
cas de résistance aux benzimidazoles dans plusieurs élevages de bovins en France
et en ltalie. En revanche, un manque d’efficacité de I'ivermectine a été observé dans

plusieurs élevages de bovins francais (Chartier et al., 2020).
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En France, des résistances aux benzimidazoles et au lévamisole dans les
élevages de petits ruminants ont été mises en évidence depuis plus d’'une vingtaine
d’années (Chartier et al., 1998 ; Geurden et al., 2014). Les résistances a I'encontre
des lactones macrocycliques sont, elles, plus récentes : elles ont été mises en
évidence pour la premiére fois en 2016, dans deux €levages ovins viandes de la Loire
et de I'Allier ou des souches de T. circumcincta résistantes a la moxidectine et a
I'ivermectine ont été isolées (Paraud et al., 2016). Enfin, tres récemment, plusieurs cas
de résistances multiples aux lactones macrocycliques et aux benzimidazoles ont été
mis en évidence dans des élevages de petits ruminants du Sud-Ouest, soulignant ainsi
'importance de modifier nos méthodes de lutte contre les strongles gastro-intestinaux
(Cazajous et al., 2018 ; Bordes et al., 2020).

Enfin, les trois principales especes de strongles gastro-intestinaux
responsables de résistances sont les trois especes les plus frequemment retrouvées
chez les petits ruminants domestiques, a savoir H. contortus, T. circumcincta et T.
colubriformis. Oesophagostomum spp. et Chabertia spp. sont aussi retrouvés dans
certaines études a des prévalences plus faibles (Chartier et al., 1998 ; Geurden et al.,
2014 ; Ploeger, Everts, 2018).

1.3. MISE EN PLACE DES PHENOMENES DE RESISTANCE DANS UNE POPULATION DONNEE

1.3.1. Mécanisme général de mise en place

Dans une population de parasites donnée, la chimiorésistance se met en place

en trois étapes (Prichard, 1990) :

1- Il y a une premiére mutation dans une population de strongles sensibles. Les
mutations sont des phénomenes spontanés et aléatoires qui concernent un seul
ou quelques individus d’'une population (de I'ordre d’'un pour un ou plusieurs
millions d’individus).

2- A la suite d’expositions continues et répétées a une molécule antiparasitaire
donnée, il y a une régression des parasites homozygotes sensibles « SS » et,
parallelement, une augmentation progressive du taux d’individus hétérozygotes
résistants « RS ».

3- Sila pression de sélection contre cette méme molécule continue dans le temps,
on aura au fur et & mesure la prédominance de parasites homozygotes

résistants « RR ».
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En outre, d’aprés Mcintyre (2020), deux hypotheses peuvent expliquer
I'apparition de mutations engendrant des résistances dans une population de parasites
donnée : soit la mutation est en fait déja présente et, dans ce cas, les strongles qui
possedent le gene sont sélectionnés pendant le traitement, soit la mutation arrive de

novo a la suite d’'une utilisation intensive d’anthelmintique.

D’aprés Silvestre et Humbert (2002), l'existence d’alleles pré-existants
conférant une résistance aux benzimidazoles dans les populations de strongles, avant
méme ['utilisation d’antiparasitaires pour la premiére fois dans [I'élevage, est
I'hnypothése principale. En effet, ils ont mis en évidence la présence des mémes alléles
de résistance aux benzimidazoles (nommés « R-BZ » dans la suite) chez plusieurs
populations de T circumcincta et d’H. contortus issues d’élevages sans aucun lien les
uns avec les autres. lls supposent ainsi que, lorsque I'héte hébergeant des parasites
« R-BZ » est traité avec des benzimidazoles, les seuls parasites qui survivent sont
ceux qui hébergent ces alléles de résistance. Ainsi, ces derniers se multiplient et
transmettent héréditairement a leur descendance l'alléle de résistance en question et,

alors, le pool de parasites « R-BZ » augmente (Silvestre, Humbert, 2002).

La résistance des parasites a I'encontre d’'un anthelminthique est donc héritable
d’'une génération a une autre. Ce phénoméne génétique est complexe, et il implique
des genes récessifs, intermédiaires ou dominants suivant la molécule antiparasitaire
utilisée, mais également suivant les strongles cibles et parfois méme également
suivant le genre masculin ou féminin de celui-ci. Par exemple, T. colubriformis
présente des alleles de résistance au lévamisole récessifs chez la femelle mais
dominants chez le male. Pour la résistance aux benzimidazoles, il y a souvent au
moins deux loci concernés, entrainant ainsi des phénoménes de co-dominance

complexe (Dobson et al., 1996).
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1.3.2. Familles d’antiparasitaires concernées par des phénomenes résistances

Il existe trois familles d’antiparasitaires majoritairement ciblées par des
phénomeénes de résistance chez les ruminants domestiques : les benzimidazoles, les

imidazothiazolés (Iévamisole) et les lactones macrocycliques (avermectine).

1.3.2.1. Reésistance aux benzimidazoles

Les benzimidazoles agissent sur les strongles gastro-intestinaux en inhibant la
polymérisation de la B-tubuline en microtubules, constituant majeur de leur
cytosquelette. Or, sans la possibilité de constitution de ce dernier, le strongle ne peut

pas survivre (Lacey, 1988).

Chez les strongles résistants aux benzimidazoles, on observe une perte de la
haute affinité de ces molécules pour la B-tubuline des parasites (Lacey, Gill, 1994).
Cette perte d’affinité est expliquée par une mutation ponctuelle sur un codon du gene

codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline des strongles.
1.3.2.1.1 Mutations sur les codons 167 et 200

Souvent, cette mutation concerne le codon en position 200 (TTC>TAC),
entrainant une conversion d’'une phénylalanine en tyrosine sur l'isotype 1 de la [3-
tubuline (mutation notée F200Y). Elle a été mise en évidence pour la premiére fois par
Kwa et al (1994), qui a montré la forte corrélation entre la présence de la mutation
F200Y et la résistance aux benzimidazoles chez H. contortus. Cette mutation
ponctuelle F200Y a été retrouvée aussi chez T. circumcincta (Elard, Humbert, 1999)
et T. colubriformis (Hinney et al., 2020). C’est une mutation récessive car il n'y a que
les individus homozygotes pour la mutation F200Y qui sont effectivement résistants
aux benzimidazoles (Tiwari et al., 2006). Enfin, c’est la mutation la plus fréquemment
mise en évidence dans les études sur la résistance aux benzimidazoles chez les SGI
(Redman et al., 2015 ; Hinney et al., 2020).

Une mutation sur le codon en position 167 (TTC>TAC) du gene codant pour
'isotype 1 de la B-tubuline a été mis en évidence sur des souches de strongles
résistants aux benzimidazoles. Cette mutation implique également, comme pour la
mutation F200Y, la conversion d’'une phénylalanine en tyrosine sur la protéine de
I'isotype 1 de la B-tubuline et est notée F167Y (Silvestre et al., 2002).
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1.3.2.1.2. Mutations sur le codon 198

Ghisi et al. (2007) mettent en évidence des souches d’H. contortus résistantes
aux benzimidazoles dont la mutation sur la chaine nucléotidique concerne le codon
198 (GAA>GCA), avec la conversion d’'un acide aminé glutamate en alanine (mutation
notée E198A) de lisotype 1 de la B-tubuline. Les mutations F200Y et E198A ne se
retrouvent pas chez les souches d’H. contortus sensibles, prouvant ainsi leur

implication dans la résistance aux benzimidazoles chez ce nématode.

D’autres études ont par la suite montré un polymorphisme important concernant
les mutations sur le codon 198. Redman et al. (2015) mettent en évidence la mutation
de deux nucléotides sur le codon 198 (GAA>TTA) chez T. circumcincta, impliquant la
conversion du glutamate en leucine sur la protéine de lisotype 1 de la B-tubuline
(mutation notée E198L). La forte prévalence de cette mutation dans une des fermes
étudiées suppose I'implication de cette mutation dans la résistance aux

benzimidazoles chez les SGl.

Puis, l'utilisation du séquengage a haut débit par Avramenko et al. (2019) a
permis de détecter pour la premiére fois la mutation E198L chez H. contortus et T. axei
ainsi qu'une nouvelle mutation d'un nucléotide sur le codon 198 (GAA>GTA)
entrainant la conversion du glutamate en valine sur la protéine de l'isotype 1 de la 3-

tubuline (mutation notée E198V).

Enfin, une tres récente étude a mis en évidence trois nouvelles mutations sur
le codon 198 d’H. contortus, pouvant potentiellement étre impliquées dans la
résistance aux benzimidazoles chez les SGI. Il s’agit de la mutation E198K
(GAA>AAA), a l'origine d’une conversion de la glutamine en lysine sur la protéine de
l'isotype 1 de la B-tubuline, la mutation E1981 (GAA>ATA) avec une conversion de la
glutamine en isoleucine et enfin la mutation E198STOP (GAA>TAA) avec une
conversion du codon 198 en codon stop. L’étude a aussi approuvée I'implication de la
mutation E198L dans les phénomeénes de résistance aux benzimidazoles chez H.
contortus : en effet, dans la population étudiée, la prévalence de la mutation a
augmenté suite a un traitement avec de l'albendazole (respectivement 82 et 100%)
(Mohammedsalih et al. 2020).
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La figure 15 ci-dessous réesume les différentes mutations du codon 198 du géne
codant pour lisotype 1 de la B-tubuline découvertes a ce jour chez les SGI. Les
différentes couleurs correspondent a leur implication ou non dans les phénoménes de
résistance aux benzimidazoles chez les SGI. En vert, le codon a l'origine d’'une
sensibilité aux benzimidazoles chez les SGI. En rouge, ce sont les mutations
impliquées dans la résistance aux benzimidazoles chez les SGI. En orange, les
mutations impliguées dans la résistance aux benzimidazoles chez des champignons
et ainsi supposées impliguées chez les SGI et ou de nouvelles études sont
indispensables pour le confirmer ou non. En jaune, une mutation supposée impliquée
dans la résistance aux benzimidazoles (E198l) du fait des caracteres biologiques
similaires de l'isoleucine avec les autres acides aminés impliqués dans la résistance
aux benzimidazoles. Enfin, en blanc, la mutation permettant la conversion de la
glutamine en codon stop et dont Khalid et al. restent trées prudents quant a son
implication dans la résistance aux benzimidazoles chez les SGI. Les différentes

fleches montrent les possibles transitions entre les différentes mutations.
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Figure 15 : Les différentes mutations du codon 198 du géne codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline
connues a ce jour chez les SGI et leurs possibles connections. Adaptée de Mohammedsalih et al. (2020).
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Enfin, il est possible que toutes les mutations concernant le codon 198 n’ont
pas encore été découvertes. Par exemple, la mutation E198G (GAA>GGG) a l'origine
d’'une conversion de la glutamine en glycine sur la protéine de lisotype 1 de la (-
tubuline n’a pour l'instant été mise en évidence que chez des souches de champignon
(Botrytis cinerea) connues pour leur résistance importante aux benzimidazoles (Ziogas
et al., 2009).
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En conclusion, a I'heure actuelle, ce sont principalement trois mutations
ponctuelles d’'un codon du géne codant pour lisotype 1 de la B-tubuline impliquées
dans la résistance aux benzimidazoles qui ont été mises en évidence : F200Y, E198A
et F167Y. Il est important de noter aussi qu’aucun double mutant n’a, pour le moment,
été mis en évidence et donc qu'une seule de ces mutations suffit a prouver que la
souche étudiée est résistante aux benzimidazoles (Von Samson-Himmelstjerna et al.,
2007).

1.3.2.2. Résistance au lévamisole (imidazothiazolés)

Le Iévamisole entraine une paralysie des vers mais sans lyse du nématode
associée. Il a une action cholinomimétique (c’est un agoniste de I'acétylcholine) : les
muscles des parasites se contractent, ils ne peuvent donc plus se nourrir, ce qui

entraine leur mort a moyen terme.

Les mécanismes a l'origine de la résistance sont moins bien connus que pour
les benzimidazoles. Cependant, Barrere et al. (2014) ont montré que la résistance au
lévamisole aurait pour origine une délétion de 63 paires de bases au niveau du géne

codant pour la sous-unité a du récepteur nicotinique a I'acétylcholine.

1.3.2.3. Résistance a I'encontre des lactones macrocycliques

Les lactones macrocycliques se fixent sur les récepteurs au glutamate des
canaux chlorures des synapses neuromusculaires des strongles, provoquant ainsi une
paralysie des muscles du pharynx : ils ne peuvent plus se nourrir et meurent. Les
lactones macrocycliques provoquent également une paralysie du muscle ovojecteur

des vers femelles.

Tout comme leur mode d’action, les mécanismes de résistance restent assez
peu connus. Cette résistance proviendrait d’'une mutation sur un géne codant pour une
P-glycoprotéine d’'un récepteur membranaire transportant les molécules d’ivervectine

au sein des cellules des strongles (Xu et al., 1998 ; Bartley et al., 2009).
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1.3.3.  Facteurs de risque a l'origine de résistance

Il'y a plusieurs facteurs de risque favorisant I'apparition de résistances aux
anthelminthiques chez les strongles gastro-intestinaux dans un troupeau de ruminants

domestiques.

1.3.3.1. Lafréquence d’utilisation des anthelminthiques

Dorny et al. (1994) ont mis en évidence que la présence d’H. contortus
résistants aux benzimidazoles chez des chévres en Malaisie était associée a une
fréequence de traitements importante (sept a douze par an). En effet, lorsque la
fréquence de traitement est trop élevée, lintervalle entre deux traitements se
rapproche de la période prépatente des parasites, c’est-a-dire la période entre
I'ingestion de larves infestantes par I'héte et la production d’oeufs par les femelles (elle
est de trois semaines chez H. contortus et T. circumcincta). A la suite d’un premier
traitement anthelminthique, tous les strongles sensibles sont éliminés et il ne reste
ainsi que des strongles résistants. Si un second traitement est réalisé trop t6t (donc
autour de trois semaines aprés le premier traitement), les seuls parasites présents
seront encore des strongles résistants : ils vont pouvoir se multiplier, et sans aucun
parasite sensible, le taux de résistance augmente rapidement. Plus on augmente le
nombre de traitements et plus le taux de résistance augmente vite (Jackson, 1993 ;
Dorny et al., 1994 ; Barnes et al., 1995). A partir d’'un certain niveau de résistance, les
traitements antiparasitaires qui suivent ne font qu’augmenter de facon exponentielle le

taux de résistance dans la population étudiée (Graef et al., 2013).

Au-dela d’'une fréquence d'utilisation trop importante, c’est également l'usage
répétée d’'une méme molécule a de fortes fréquences sur de courtes périodes ou a de
faibles fréquences sur plusieurs années qui pose des difficultés (Shalaby, 2013). Cela
fut démontré dans dix-huit fermes de chevres laitieres du Sud-Ouest de la France, ou
des strongles résistants aux benzimidazoles furent mis en évidence alors que la
fréquence de traitement était assez faible (2,5 traitements en moyenne sur I'année)
mais que la méme famille de molécules était utilisée (benzimidazoles) depuis plusieurs

années (Chartier et al., 2001).
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1.3.3.2.  Erreurs de dosage

Smith et al. (1999) définissent trois probléemes liés au mauvais dosage
d’anthelminthiques entrainant des résistances : un sous-dosage d’antiparasitaire trés

important, un léger sous-dosage ou un surdosage important.
1.3.3.2.1. Sous-dosage

Le sous dosage est défini comme étant une administration d’antiparasitaire en

deca des doses recommandées par le laboratoire.

Ainsi, un sous dosage trés important est une dose insuffisante pour éliminer les
parasites homozygotes sensibles « SS ». Dans ce cas, il 'y a donc pas de sélection

de résistance puisqu’aucun parasite n’est éliminé.

Dans le cas ou un léger sous-dosage d’un anthelminthique serait réalisé, tous
les parasites homozygotes sensibles « SS » sont détruits, ceux qui sont hétérozygotes
« RS » sont éliminés partiellement mais aucun nématode homozygote résistant « RR
» n’est supprimé. C’est une dose dangereuse s'il y a initialement peu de résistance
dans la population avec une forte proportion de parasites « SS » : en effet, dans ce
cas, le rapport “RS”/”SS” est faible au départ et, suite a I'élimination des parasites
« SS » le rapport augmente drastiquement avec la pression de sélection et donc le

taux de résistance dans la population aussi.

Dans la pratique, ces erreurs de sous-dosage peuvent provenir d’'une erreur
technique (mauvais réglage du pistolet drogueur par exemple) ou d’une mauvaise
estimation du poids de I'animal (il y a rarement des pesées individuelles en élevage

de petits ruminants).

De plus, on observe souvent des erreurs de sous-dosage chez les caprins : en
effet, la quantité d’antiparasitaire administrée est souvent identique a celle des ovins
alors que les chevres ont un métabolisme différent de celui des moutons. Pour
exemple, le pic plasmatique d’oxfendazole est réduit de moitié chez la chévre par
rapport aux ovins, obligeant ainsi a traiter les chévres avec une dose double par

rapport a celle administrée aux moutons (Sangster et al., 1991 ; Dorny et al., 1994).
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Enfin, les problémes de sous-dosage peuvent aussi venir de la formulation des
antiparasitaires utilisés, notamment lors de présentations en pour-on. Bousquet-Melou
et al. (2011) ont réalisé I'étude suivante : sur un lot de dix vaches, quatre ont été
traitées avec de livermectine pour-on tandis que les six autres n’ont regu aucun
traitement anthelminthique. Des analyses sanguines réalisées 40 jours apres
traitement ont montré que les six bovins non traités avaient des concentrations
d’'ivermectine dans le sang équivalentes a 10 a 20% des doses d’ivermectine
maximales efficaces. En fait, 58 a 87% des anthelminthiques administrés en pour-on
chez les vaches sont léchés par les congénéres. Ainsi, il en résulte une sous-
exposition des strongles chez des bovins non traités mais ayant acces a des
congénéres traités, favorisant ainsi I'’émergeance de résistance (Sutherland,
Leathwick, 2011 ; Bousquet-Mélou et al., 2011 ; Bousquet-Melou, 2012).

1.3.3.2.2. Sur-dosage

Le surdosage est défini comme étant une administration d’antiparasitaire au

dessus des doses recommandées par le laboratoire.

En cas de surdosage important, la dose d’antiparasitaire administrée est
suffisante pour éliminer tous les parasites homozygotes sensibles « SS » et
hétérozygotes « RS » mais elle ne détruit que partiellement les strongles homozygotes
résistants « RR ». Dans ce cas, la sélection de résistance se fera rapidement si la
fréquence dallele « R » dans la population est initialement élevée. La dose
d’anthelminthique la plus dangereuse dépend donc du taux de résistance initiale dans

la population de strongles étudiée (Smith et al., 1999).

Ainsi, en pratique, on pourrait penser que surdoser la quantité d’antiparasitaire
administrée pourrait retarder I'apparition de résistance dans un troupeau. Cependant,
en plus du colt important engendré et des probléemes de résidus tissulaires induits

(Jackson, 1993), le surdosage entraine I'apparition de parasites homozygotes « RR ».
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1.3.3.3. Introduction d’animaux porteurs de strongles résistants

Des cas d’introduction d’animaux porteurs de strongles résistants dans un
troupeau sensible ont été décrits dans la littérature. C’est le cas par exemple en
Suisse, ou des chevres provenant d’Afrique du Sud ont été introduites sans
quarantaine ou traitement anthelminthique préalable dans un élevage de chevres
laitieres. Ces caprins importés étaient en fait porteurs d’H. contortus multi-résistants

au mébendazole, a l'ivermectine et a la moxidectine (Schnyder et al., 2005).

Ce cas souligne l'importance de la mise en place d’'une quarantaine, pas
uniquement pour prévenir de maladies exotiques, mais aussi pour éviter ces

phénomeénes d’introduction de résistance, de plus en plus communs de nos jours.

1.3.3.4. Notion de refuge et climat

La notion de « refuge » se définit par une proportion de parasites qui échappent
a laction des antiparasitaires. lls sont présents dans des paturages sous forme
principalement d’ceufs ou de larves infestantes, ou chez des hoétes, et ils permettent
de maintenir une population de parasites sensibles car non soumis a une pression
thérapeutique (Greer et al., 2020). Ces refuges jouent tres certainement un réle
beaucoup plus important dans la résistance aux antiparasitaires que ce qui était

initialement suggéré (Van Wyk, 2001).

Le climat serait un facteur de risque non négligeable a l'apparition de
résistance. En effet, Rose et al. (2015) ont étudié I'impact des contraintes
environnementales sur le développement de résistances dans une population de
strongles, par la comparaison de différentes études. lls ont alors montré que
I'utilisation de traitements antiparasitaires pendant des périodes trés froides ou trés
chaudes augmente significativement les risques de développement de résistance. En
effet, pendant ces périodes aux conditions climatiques extrémes, la population
« refuge » de SGI est plus petite. Or, si des génes de résistance sont présents dans
cette population « refuge », l'utilsation d’antiparasitaires augmente la pression de
sélection déja importante et ainsi, le taux de résistance dans la population va

s’accroitre plus rapidement.
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1.3.4. Conséquences de la résistance aux antiparasitaires sur I'élevage

1.3.4.1. Sur les animaux

Miller et al. (2012) ont réalisé une étude pour déterminer le colt engendré par
la présence de parasites résistants dans un élevage de moutons, avec la production
d’agneaux. lls ont montré que les agneaux qui hébergent des strongles résistants
présentent des signes de strongylose subclinigue avec une note d’état corporel
légerement plus faible, des souillures fécales un peu plus importantes et, en moyenne,
des carcasses en fin d’engraissement avec un poids réduit de 10%. De plus, pour que
50% des agneaux atteignent 38 kg (poids auquel ils sont généralement abattus au
bout de 5 mois d’engraissement), il faut, en moyenne, dix-sept jours de plus pour les
agneaux parasités par des strongles résistants, soit 10% de temps en plus et un co(t
de production d’environ 12$NZ en plus par agneau et donc des pertes économiques

accumulées importantes.

Cependant, toutes ces conséquences ne sont visibles dans cette étude que par
la comparaison de groupes d’agneaux hébergeant ou non des strongles résistants
contre la molécule utilisée. En effet, sortis du contexte de I'étude, les agneaux avec
des strongles résistants paraissent globalement en bonne santé. Ainsi, dans I'esprit
des éleveurs, la présence de résistances aux antiparasitaires dans leur élevage serait
visualisable par la dépréciation importante des agneaux ou par une diminution
drastique de leur performance (notamment du gain moyen quotidien), ce qui n’est en
fait pas le cas puisque les modifications et les conséquences cliniques engendrées
sont frustres. La mise en évidence de strongles résistants ne peut pas se faire

uniquement sur I'observation de ces signes subcliniques (Miller et al., 2012).
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1.3.4.2.  Sur les pratiques d’élevage

Du fait de 'augmentation constante de la prévalence d’élevages touchés par
des multirésistances aux anthelminthiques, des programmes de lutte ont été redéfinis.
Si 'on prend en compte les facteurs de risques cités plus haut, il est ainsi conseillé
d'alterner les familles d'antiparasitaires (inutile d'alterner entre des molécules d'une
méme famille car la résistance est portée pour une famille d'anthelminthique dans sa
globalité) et de traiter les animaux avec des doses adaptées et éviter ainsi les sous
dosages. De plus, lors de l'introduction de nouveaux animaux, il est fortement conseillé
de les traiter avant de les introduire dans le cheptel et de réaliser des examens
coproscopiques pour vérifier lefficacité de [I'anthelminthique utilisé (Kaplan,
Vidyashankar, 2012).

En outre, il est aussi possible de réaliser des traitements sélectifs plutét que
des traitements systématiques. Barnes et al. (1995) ont montré que le traitement
sélectif de 80% d’un cheptel d’'ovins permet de retarder I'apparition de résistance de

cing ans.

On peut aussi choisir de ne traiter que les animaux cliniquement touchés, en
s’appuyant par exemple sur la méthode FAMACHA qui permet d’évaluer la couleur
des muqueuses et ainsi 'importance de l'infestation par des strongles hématophages

comme H. contortus.
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2. MISE EN EVIDENCE DE LA RESISTANCE AUX ANTIPARASITAIRES CHEZ LES RUMINANTS
DOMESTIQUES

2.1. IMPORTANCE DE TESTS PERMETTANT DE DIAGNOSTIQUER LES PHENOMENES DE
RESISTANCE

Il est important d’avoir des tests qui permettent de détecter des taux de
résistance assez bas, de maniére a mettre en place des actions rapides et retarder au

maximum I'augmentation de la prévalence de strongles résistants (Graef et al., 2013).

De plus, comme nous I'avons indiqué plus haut (cf paragraphe 1.3.4.1.), on ne
peut pas établir que des strongles résistants sont présents dans un élevage en se
basant uniquement sur la présence de signes cliniques, car d’une part ils sont
extrémement frustres et souvent absents, et d’autres part certaines maladies peuvent
induire les mémes signes cliniqgues que ceux provoqués par un parasitisme important
(Verma et al., 2018). Il est donc primordial d’avoir des tests a disposition nous
permettant de mettre en évidence ces phénomeénes de résistance aux

anthelminthiques.

Enfin, il est de notre devoir en tant que vétérinaires de détecter la présence de
résistances dans les cheptels dont nous sommes vétérinaires sanitaires. En effet, le
Code de déontologie vétérinaire dans ses derniéres modifications stipule dans l'article
R.242-46 : « (...) le vétérinaire (...) veille a une utilisation prudente et raisonnée des
agents antimicrobiens et antiparasitaires afin de limiter le risque d’apparition d’une
résistance ». En effet, notre rble est d’orienter I'éleveur vers une utilisation raisonnée
des antiparasitaires, en alternant les familles et en ne traitant que les animaux qui en

ont besoin (Lambertz et al., 2019).
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2.2. TESTS IN VIVO

2.2.1. Test de contrble d’efficacité (CET = Controlled Efficacy Test)

C’est le gold standard des tests in vivo. On peut l'utiliser pour toutes les classes

d’antiparasitaires (Coles et al., 2006).

Le principe de ce test est le suivant : deux groupes d’animaux sont constitués
et infestés expérimentalement avec des larves de stade L3 infestantes de la population
de parasite étudiée. Un des deux groupes est traité avec l'anthelminthique de notre
choix. Il est conseillé d’infester les animaux avec des larves L3 d’une seule espéce de
strongle (Taylor et al., 2002). A la fin de la période prépatente, les animaux sont
abattus et un comptage du nombre de vers présents dans le tube digestif est effectué.
Le pourcentage d’efficacité de la molécule utilisée est alors déterminé en comparant
le nombre de vers présents chez les animaux non traités avec le nombre de vers qui
ont survécu au traitement pour le groupe traité. La présence de résistance est
confirmée lorsque que la réduction du nombre de vers est inférieure & 90% ou si plus

de mille vers adultes sont encore présents apres traitement (Graef et al., 2013).

Ce test est trés peu utilisé car il est trés colteux en termes de temps, de main
d'’ceuvre et en nombre d’animaux autopsiés (engendrant ainsi des probléemes
éthiques), méme s’il reste malgré tout le test le plus fiable pour I'évaluation de

I'efficacité anthelminthique (Taylor et al., 2002).
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2.2.2. Test de réduction de l'intensité d’excrétion d’ceufs dans les matieres fécales
(FECRT = Fecal Egg Count Reduction Test*)

*traduction anglaise, expression utilisée dans la rédaction

2.2.2.1. Principe du FECRT

Ce test permet d’estimer [lefficacité d'un traitement anthelminthique en
comparant I'excrétion du nombre d’ceufs de strongles gastro-intestinaux avant et apres

traitement antiparasitaire (Taylor et al., 2002).

Coles et al. (2006) ont standardisé la méthode du FECRT pour les petits
ruminants. Il est utilisable pour I'étude de la résistance aux benzimidazoles,
imidazothizolés, lactones macrocyligues et monepantel. Deux groupes d’au moins dix
animaux sont formés : un groupe traité et un groupe non traité. Il faut de préférence
que les animaux soient parasités a un niveau suffisant (c’est-a-dire avec un comptage
d’au moins 150 opg). Aprés détermination précise de leur poids, chaque animal est
traité avec la molécule de notre choix. Il faut, dans la mesure du possible,
préférentiellement choisir des spécialités sous forme orales ou injectables. Des feces
sont récupérées directement dans le rectum des animaux avant et apres traitement,
et un comptage du nombre d’ceufs présents a ces deux instants sont effectués. Le laps

de temps entre les deux prélévements est molécule-dépendante :

— 3 a7 jours pour le Iévamisole
— 8 a 10 jours pour les benzimidazoles

— 14 a 17 jours pour les lactones macrocycliques

En effet, comme expliqué plus haut, les lactones macrocycliques provoquent
une paralysie de certains muscles du parasite, notamment le muscle ovo-éjecteur des
femelles. Or, si les prélévements post-traitement sont réalisés avant 14 jours, il se peut
que I'on soit dans la phase de blocage de I'ovo-€jection mais sans pour autant que le
parasite soit mort : on aurait donc une surestimation de l'efficacité du traitement car

moins d’ceufs seront présents en post-traitement (Taylor et al., 2002).

Pour le lévamisole, le probléme inverse se pose : n’ayant pas d’action larvicide,
si on réalise les prélevements post-traitement apres 7 jours, les larves seront
devenues des adultes qui excréteront des ceufs. On aura donc une augmentation du
nombre d’ceufs aprés traitement et donc une sous-estimation de [lefficacité

anthelminthique.
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Méme si la présence d’un groupe témoin est fortement conseillée, car il permet
de quantifier le taux de réduction naturelle du nombre d’ceuf entre les deux dates de
prélévement, il n’est pas toujours réalisé (Taylor et al., 2002). Deux formules peuvent
ainsi étre utilisées, suivant les études, pour calculer le pourcentage de réduction de
I'excrétion d’ceuf (Martin, 1989) :

n

NTz

(1———) x 100

[ vx 10

Avec :

— T1 = moyenne du nombre d’opg du groupe d’animaux traité avant traitement
— T2 = moyenne du nombre d’opg du groupe d’animaux traité apres traitement

— NT2 = moyenne du nombre d’'opg du groupe d’animaux non traité apres

traitement

Si 'on a une réduction du nombre d’ceufs inférieure a 95%, on peut poser
I'hypothése de I'existence d’'une résistance a I'anthelminthique étudié. Au contraire, si
la réduction du nombre d’ceuf est supérieure a 95%, on suppose que I'anthelmintique
testé peut continuer a étre utilisé dans I'élevage, sous couvert bien évidemment d’'une

utilisation raisonnée.

Pour les molécules rémanentes (comme par exemple la moxidectine qui
présente une rémanence de 35 jours), on peut suspecter une résistance lorsque des
ceufs sont présents a partir de la moitié de la période de rémanence. En effet, chez les
chevaux notamment, une diminution insuffisante du FECRT pendant la période de
rémanence semble étre la premiére indication quant a I'apparition de résistance aux

lactones macrocycliques (Coles et al., 2006).

Cependant, plusieurs interprétations du FECRT sont possibles en fonction de
la formule utilisée (Graef et al., 2013), méme si en fait le dénombrement post-

traitement fournit a lui seul une indication de I'efficacité anthelminthique (Martin, 1989).
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2.2.2.2. Avantages et inconvénients du FECRT

Un des principaux inconvénients du FECRT est son manque de sensibilité : en
effet, il y a une réduction suffisante du nombre d’ceufs en post-traitement uniquement
lorsque la proportion d’individus résistants dans la population étudiée dépasse 50%
mais jamais lorsque cette proportion est inférieure a 25% (Martin, 1989). Ce manque
de sensibilité du FECRT peut venir d'un manque de sensibilité de la méthode de
dénombrement des ceufs : en effet, avec une méthode de flottation classique suivi d’un
comptage sur lame de MacMaster, le fait d’avoir un nombre d’ceuf nul ne signifie pas
forcément qu’il 'y a aucun ceuf dans les feces analysées, mais qu’il y a moins de 50

opg (Kaplan, Vidyashankar, 2012).

De plus, un autre biais du test repose sur le fait que le nombre d’ceufs n’est pas
toujours corrélé au nombre de vers adultes présents (cela est notamment vrai pour T.
colubriformis chez les ovins et quels que soient les strongles pour les caprins) et cela

peut entrainer une mauvaise estimation de I'efficacité de I'anthelminthique utilisé.

Enfin, pour avoir une estimation précise de I'efficacité d’'un anthelminthique, il
faut que le nombre d’animaux utilisé dans I'étude dans chacun des groupes soit au

minimum de dix (Taylor et al., 2002).

En dépit de ces inconvénients, ce test demeure le plus couramment utilisé sur
le terrain pour évaluer la résistance chez les petits ruminants (Verma et al., 2018).
Cependant, d’aprés Kaplan et Vidyashankar (2012), le FECRT ne devrait étre réalisé
gue dans des populations ou une résistance a un anthelminthique est déja suspectée,
de maniéere a valider ou non cette hypothése, et non pas l'utiliser en premiere intention

du fait de son manque de sensibilité.

Une fois que la résistance a été mise en évidence dans le troupeau étudié, des
coprocultures peuvent étre réalisées pour déterminer les especes de strongles
présents avant et apres traitement et qui sont potentiellement responsables de cette

résistance (Coles et al., 2006).
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2.3. TESTS IN VITRO

2.3.1. Test d’éclosion des oeufs (EHA = Egg Hatch Assay)

Le test d’éclosion des ceufs est un test qui permet d’évaluer la proportion d’ceufs
de strongles qui éclosent ou non sous des concentrations d’anthelminthiques
croissantes. Etant donné que seuls les benzimidazoles ont une action ovicide, la
molécule de référence pour ce test est le thiabendazole (molécule la plus soluble des
benzimidazoles) (Verma et al., 2018). Cette technique a été décrite pour la premiere
fois par Le Jambre (1976).

Des féces fraiches de petits ruminants sont récupérées (avec a minima 100
opg) et les ceufs de strongles en sont extraits. lls sont ensuite mélangés avec des
concentrations croissantes de thiabendazole (de 0,01 a 0,5 ug TBZ/mL) puis incubés
a 25°C pendant 48°C. Une goutte de lugol est ajoutée a la préparation. Un comptage
est ensuite effectué sur au moins 100 ceufs ou 100 larves suivant si les ceufs ont éclot
ou non (Von Samson-Himmelstjerna et al., 2007). On peut ainsi déterminer le
pourcentage d’ceufs éclos ou non a chaque concentration de thiabendazole et
déterminer a I'aide d’une régression linéaire 'EDso (ou « egg death », qui correspond
a la concentration de thiabendazole nécessaire pour tuer 50% des ceufs) ou, suivant
les études, la dose discriminante (ou EDgg) qui est définit comme étant la dose qui
empéche I'éclosion de 99% des ceufs. La dose discriminante a été établie chez les
petits ruminants pour H. contortus, T. colubriformis et T. circumcincta a 0,1pug TBZ/mL,
c’est-a-dire que tous les ceufs qui éclosent a des doses supérieures a celles-ci sont
considérés comme résistants (Taylor et al., 2002 ; Coles et al., 2006). Von Samson-
Himmelstjerna et al. (2009) ont montré que I'EDg9 avait une meilleure sensibilité que

I'EDso pour la détection précoce de résistance.

Pour réaliser ce test, des ceufs propres issus de féces fraiches sont
indispensables (Graef et al., 2013). Tout comme le FECRT, le test d’éclosion des ceufs
présente un manque de sensibilité lorsque la prévalence de la résistance dans la

population parasitaire étudiée est inférieure a 25% (Taylor et al., 2002).
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Un protocole pour réaliser ce test en présence de lévamisole a été mis au point
en 1986 par Dobson et al, s’appuyant sur la faculté des imidazothiazolés a paralyser
les strongles a partir des stades larvaires. Les ceufs sont alors incubés a 26°C jusqu’a
ce qu’ils arrivent au stade de pré-éclosion avec une larve L1 viable, puis ils sont mis
en contact avec des concentrations croissantes de lévamisole pendant 6h a 26°C
(temps nécessaire pour que 100% des ceufs aient éclos en condition normale)
(Dobson et al., 1986).

2.3.2. Tests d’inhibition de la mobilité

Il en existe deux : le test d’inhibition de la migration larvaire (ou LMIT = Larval
Migration Inhibition Test) et le test de micromotilité (ou MMT = Micromotility Meter
Test). Ces tests ont été mis en place pour les anthelminthiques provoquant une
paralysie musculaire des strongles : imidazothiazolés et avermectines (Graef et al.,
2013).

2.3.2.1. Principes des tests

Pour le LMIT, le principe est le suivant : des larves L3 sont incubées a des
concentrations différentes d’antiparasitaires pendant 24h. Puis, elles sont placées
dans un tamis pendant 24h : si les L3 sont sensibles a la molécule utilisée, elles sont
paralysées et donc restent sur le maillage, contrairement aux larves résistantes qui
migrent a travers les pores du tamis. Le contenu de celui-ci est ensuite analysé et le
pourcentage de larves n'ayant pas migrées est mesuré. Le test est recommencé 6 a

10 fois pour chaque concentration d’antiparasitaire (Demeler et al., 2010).

Le MMT permet de déterminer quantitativement les mouvements des strongles
aprés une exposition a un anthelminthique, et ainsi de déterminer I'efficacité ou non
du traitement. Des strongles adultes sont placés dans un tube a essais et incubés avec
des concentrations d’antiparasitaires différentes, puis le tube est mis dans le dispositif

schématisé ci contre (cf figure 16) (Folz et al., 1987).
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Figure 16 : Dispositif utilisé pour la réalisation du MMT
a = Photoiode ; b = source de lumiére ; c = bouton pour ajuster la position du tube ; e = boitier d’aluminium ;
g = tube a tester ; h = ménisque

Source : (Folz et al., 1987)

Une source de lumiere est placée a la base du tube a essai contenant les
strongles adultes. Des rayons lumineux sont alors projetés a travers le contenu du
tube et réflechis horizontalement au niveau du ménisque. La photodiode permet
d’enregistrer la variation des chemins lumineux (suivant si les vers sont paralysés ou
non), le signal est ensuite amplifié puis convertis. Un index de motilité est alors calculé
sur une minute : cet index donne une bonne mesure de la motilité moyenne des vers
en fonction de la concentration en antiparasitaire. Plus les strongles sont actifs a une
concentration donnée et plus l'indice de motilité est élevé, et donc si tous les vers sont
morts l'indice de motilité sera nul. Pour chaque concentration, la mesure est répétée
trois fois (Demeler et al., 2010).

Pour les deux tests, une courbe dose-réponse est établie, et la valeur ECso de
I'antiparasitaire est déterminée.
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2.3.2.2. Avantage et inconvénient de ces méthodes

Ces deux méthodes sont relativement sensibles, rapides et peu chéres (Folz et
al., 1987). En outre, 'avantage du MMT est I'utilisation de strongles adultes (seul test
in vitro disponible pour les strongles adultes). On remarque néanmoins que I'ECso du
MMT pour livermectine est largement inférieur a 'ECso du LMIT pour la méme
molécule : cela peut étre expliqué par une action sur les muscles somatiques

beaucoup plus importante sur les adultes que sur les larves L3 (Demeler et al., 2010).

Cependant, ce sont des tests peu répétables car une réversibilité de la paralysie
est possible (Taylor et al., 2002). De plus, il faut vérifier que les strongles soient bien
vivants avant de réaliser ces tests car aucune différence entre la paralysie et la mort

n’est possible (Folz et al., 1987).

2.4.  TEST DE DEVELOPPEMENT LARVAIRE (LDA = LARVAL DEVELOPMENT ASSAY)

Ce test repose sur la mesure du potentiel inhibiteur de croissance d’un
anthelminthique donné. Des ceufs de strongles sont incubés pendant 6 a 8 jours dans
un milieu de culture et a différentes concentrations d’antiparasitaires (Graef et al.,
2013). On mesure ensuite le pourcentage de larves incompletement développées par
rapport au nombre total d’ceufs initialement présents. Un graphique dose-réponse est

réalisé, et la valeur ECso de I'antiparasitaire est déterminée (Demeler et al., 2010).

Un kit commercial, le DrenchRite® kit (Horizon Tech, Australia) utilise cette
méthode pour détecter des résistances aux benzimidazoles et au Iévamisole chez les
chevres et les moutons. Ce test a été utilisé aussi pour rechercher des résistances a
I'ivermectine chez H. contortus (Gill et al., 1995). Cependant, il est peu fiable pour
déterminer 'ECso de I'ivermectine (Taylor et al., 2002). De plus, le facteur crucial pour

la bonne réalisation de ce test est de se procurer des ceufs frais (Graef et al., 2013).
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2.5. INTERPRETATION DES RESULTATS DES TESTS IN VITRO ET COMPARAISON AVEC LES
TESTS IN VIVO

Les tests in vitro permettent de déterminer I'ECso, concentration
d’antiparasitaire a partir de laquelle 50% des parasites sont tués. Plus 'ECso est
élevee, plus la proportion de parasites résistants dans la population parasitaire étudiée
est importante. Un des inconvénients de ces tests est qu’il est parfois compliqué de
déterminer les ECso de référence. De plus, les populations parasitaires étudiées sur le
terrain sont souvent composées de plusieurs especes de parasites avec des ECso
différentes tandis que les essais dans les publications portent généralement sur 1 a 3

especes de strongles (Graef et al., 2013).

Les tests in vitro ont pour principal avantage d’étre moins colteux que les tests
in vivo. De plus, contrairement a ces derniers, aucun animal n’est utilisé pour réaliser
ces tests et donc aucune variation liée a I'héte ne vient entraver les résultats (Graef et
al., 2013). Une étude réalisée dans trente élevages de chevres en Slovaquie entre
2014 et 2016 compare l'efficacité du test in vivo FECRT avec plusieurs tests in vitro
comme I'EHA et le LDT. Les résultats montrent alors une corrélation modérée entre
les méthodes in vitro et le FECRT (Babjék et al., 2018).

Cependant, l'inconvénient le plus important de ces méthodes reste leur manque
de sensibilité et de reproductibilité pour la détection de résistance dans une population
donnée (Roeber et al., 2013).

2.6. TEST MOLECULAIRES

2.6.1. PCR allele spécifique

Il'y a une vingtaine d’année, un outil moléculaire basé sur l'utilisation de la PCR
(Polymerase Chain Reaction) pour détecter la résistance aux benzimidazoles a vu le
jour : il s’appuie sur le génotypage des parasites (adultes et larves) présents dans une
population parasitaire. Trois génotypes sont possibles : homozygote sensible « SS »,
hétérozygote sensible-résistant « RS » et homozygote résistant « RR » (Elard et al.,
1999). Ces tests ne sont réalisables que pour la famille des benzimidazoles : en effet,
ils reposent sur la connaissance des mutations ponctuelles d’'un codon du géne codant
pour l'isotype 1 de la B-tubuline (F200Y, E198A et F167Y) conférant une résistance
aux benzimidazoles chez H. contortus, T. colubriformis et T. circumcincta (Kwa et al.,
1994).
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La PCR réalisée pour la détection de résistance est une PCR allele spécifique
(AS-PCR) : elle permet I'amplification spécifique des alleles de résistance pour le géne

codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline.

Apres extraction de I'ADN, deux réactions PCR sont réalisées avec deux
groupes d’amorces différentes (2 x 2 amorces). Chacun des deux groupes d’amorces

est constitué :

- D’une amorce complémentaire a tous les alléles, qu’ils soient résistants ou
sensibles, du géne de l'isotype 1 de la B-tubuline. Cette amorce est donc identique

dans les deux groupes d’amorces ;

- D’'une amorce spécifique soit de l'alléle résistant avec la mutation sur le codon

167, 198 ou 200 ; soit de l'alléle sensible (donc sans mutation).

Deux types d’amplicons sont alors issus de I'AS-PCR : soit un amplicon
spécifique de l'alléle sensible, soit un amplicon spécifique de l'allele résistant. Ces
deux amplicons ne sont pas de méme taille. Ainsi, grace a une électrophorése sur gel,
on peut déterminer quels types de fragments ont été amplifiés et donc quel(s)
génotype(s) sont présent(s) dans la population parasitaire étudiée. En effet, 'amplicon
le plus lourd sera celui qui migrera le moins loin et, a I'inverse, 'amplicon le plus Iéger
sera celui qui migrera le plus loin. La figure 17 ci-dessous est un exemple
d’electrophorése sur gel, issue de I'étude de Tiwari et al (2006). Dans cette étude, les
amplicons de 267 paires de bases (notée pb) sont issus de I'allele de résistance du
gene de Iisotype 1 de la B-tubuline portant la mutation F200Y et les amplicons de 266
pb sont issus de I'allele sensible du géne de I'isotype 1 de la B-tubuline. Ainsi, trois
génoypes sont observés dans cette population parasitaire: les parasites
hétérozygotes RS ou les deux types amplicons ont été amplifié (ex = puit n°1), les
parasites homozygotes sensibles SS ou seuls les amplicons de l'alléle sensible ont
été amplifiés (ex = puit n°11) et les parasites homozygotes résistants RR ou seuls les

amplicons de l'alléle résistant avec la mutation F200Y ont été amplifiés (ex = puit n°4).

100



M |

1J

4 56 7891011 121514151617 18

'l

267 bp

MAZo=p=yr=

266 bp

RSRSRSRRRRRRRRRRRSRSSSSSRRRSRRRSRRRR

Figure 17 : Electrophorése sur gel a la suite d’'une AS-PCR du géne codant pour
l'isotype 1 de la B-tubuline dans une population d’H. contortus.

Source : (Tiwari et al. 2006)

D’autres techniques d’AS-PCR sont décrites dans la bibliographie (Silvestre et al,
2002 ; Coles et al., 2006 ; Ghisi et al., 2007).

2.6.2. PCR entemps réel (RT-PCR)

Une PCR en temps réel (ou RT-PCR) a également été mise au point par
Alvarez-Sanchez et al. en 2005, et permet de mesurer la prévalence d’'un alléle de

résistance présent dans la population étudiée.

Aprées extraction de 'ADN parasitaire, deux AS-PCR sont réalisées en paralléle
(une pour lalléle sensible et une pour l'alléle résistant), comme expliqué dans le
paragraphe 2.6.1. La différence est, qu’en plus des amorces spéciques de l'allele
résistant ou sensible, des sondes fluorescentes qui reconnaissent spécifiquement les
séquences cibles se fixent a 'ADN bicaténaires lors de la réaction PCR. Un seuil de
fluorescence est établi et lorsque la quantité d’amplicons dépasse ce seuil, on obtient
un numéro de cycle PCR appelé « Ct » (pour « Threshold Cycle »). Plus I'allele est
fréquent dans la population étudiée, plus le seuil est atteint tét dans le cycle PCR et
donc plus le « Ct » est bas. La différence de Ct (ACt) entre les deux réactions PCR

permet de déterminer la fréquence des alléles sensible et résistant.
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La RT-PCR est une méthode sensible, hautement reproductible et surtout
rapide avec un gain de temps important comparé a 'AS-PCR seule, puisqu’aucune
électrophorése n’est réalisée aprés amplification des fragments (Alvarez-Sanchez et
al., 2005).

Cependant, en cas de « Ct » élevée et donc de fréequences alléliques basses,

I'interprétation des résultats peut étre difficile (Avramenko et al., 2019).

2.6.3. Comparaison des tests moléculaires avec les tests in vivo et in vitro

Un des principaux avantages de I'AS-PCR est qu’elle permet de donner la
proportion de parasites résistants dans la population étudiée, chose que ne font pas
les autres tests. En effet, TEHA et le FECRT donnent uniquement une estimation de
I'efficacité d’un traitement anthelminthique et donc par extrapolation une estimation de

la résistance présente (Silvestre, Humbert, 2002).

De plus, comme dit plus haut, 'EHA et le FECRT sont des techniques avec une
sensibilité moyenne (impossible de détecter des résistances si la prévalence dans la
population étudiée est strictement inférieure a 25%) (Humbert et al., 2001). Or, ce n’est
pas le cas avec 'AS-PCR : en effet, Elard et al. (1999) ont montré que, pour détecter
une faible prévalence de résistance de 4% avec les méthodes moléculaires, il faut une
population de seulement 100 parasites (nombre rapidement atteint quand on sait que
les femelles d’H. contortus peuvent pondre des milliers d’ceufs par jour). Le FECRT
désigne parfois des populations comme sensibles (aucun ceuf présent 14 jours post
traitement) alors que 18% des individus sont génotypés hétérozygotes « RS » et 3%
« RR » (Elard et al., 1999). Le réel avantage de 'AS-PCR est donc de pouvoir détecter
rapidement des mutants homozygotes résistants « RR » (Graef et al., 2013).
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En fait, I'idéal serait d’associer les tests moléculaires et les tests in vivo, de
maniére a combiner les informations quant a lefficacité du traitement avec le
geénotypage des parasites présents. Cependant, il est parfois compliqué d’expliquer a
un éleveur qu’il faut utiliser une autre molécule alors que le FECRT est de 100% mais
que I'AS-PCR montre la présence de parasites homozygotes « RR » (Kaplan,
Vidyashankar, 2012).

En dépit des avancées des meéthodes moléculaires pour la détection de
résistance, il n’existe encore malheureusement aucun test utilisable en pratique sur le
terrain pour déceler des résistances multiples dans une population avec des espéces

différentes de strongles chez les petits ruminants (Roeber et al., 2013).

2.6.4. Seéquencage a haut débit

En 2019, Avramenko et al. ont développé une méthode de séquencage a haut-
débit permettant de détecter et de quantifier les différentes mutations présentes sur le

gene codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline.

Ainsi, ils ont mis au point un ensemble d’amorces qui permettent d’amplifier,
lors d’'une PCR multiplex, un fragment du géne de l'isotype 1 de la B-tubuline de 300
a 350 pb et qui inclut les codons 167, 198 et 200, chez les principales especes de
strongles des petits ruminants. Apres amplification, un séquencage haut-débit des
amplicons est effectué, permettant de déterminer les prévalences des différentes

mutations présentes sur les codons 167, 198 et 200 dans la population étudiée.

Cette méthode est extrémement sensible, puisqu’elle permet de détecter des
mutations présentes a des fréquences extremement faibles (0,1%). Ainsi, c’est un outil
tres efficace et utilisable pour détecter précocement 'émergence de résistance dans

certaines populations parasitaires (Avramenko et al., 2019).
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3. LE ROLE POSSIBLE DE LA FAUNE SAUVAGE DANS LA RESISTANCE AUX
ANTIPARASITAIRES CHEZ LES RUMINANTS DOMESTIQUES

3.1. LA FAUNE SAUVAGE COMME FACTEUR DE RISQUE DE RESISTANCE

Trés peu d’études se sont intéressées aux strongles gastro-intestinaux

résistants chez les ongulés sauvages.

Chintoan-Uta et al. (2014) pose d’abord I'hypothése que les chevreuils
pourraient étre vecteurs de strongles gastro intestinaux résistants entre différents
élevages de ruminants domestiques. En effet, ils supposent que si des parasites
résistants sont retrouvés chez les chevreuils alors que ces derniers n'ont jamais été
soumis a des traitements anthelminthiques, cela signifierait qu’il y a une possible
transmission croisée entre les ovins et les ongulés sauvages et donc que les chevreuils
pourraient, par la suite, retransmettre ces parasites résistants aux moutons lors du

partage des patures.

Leur étude, menée au Royaume Uni en 2014, a permis d’isoler des souches
d’H. contortus résistants chez des chevreuils (a une fréquence de 64,2%). Des
expériences de “cross-infection” sur des bovins et des ovins a partir de strongles
résistants isolés des chevreuils ont été réalisé avec succés : ainsi, l'infection de
ruminants domestiques a partir de strongles résistants isolés de chevreuils est
possible. Cependant, ils concluent que des études supplémentaires sont nécessaires
pour vérifier 'hypothése du chevreuil comme facteur de risque de propagation de la

résistance aux antiparasitaires chez les ruminants domestiques.
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En 2017, Nagy et al. ont recherché la présence d’H. contortus résistants aux
benzimidazoles chez les chevreuils et le cerf élaphe (Cervus elaphus) dans une région
du Sud-Ouest de la Hongrie, ou les ressources alimentaires sont en parties partagées
avec des moutons. Des individus d’H. contortus ont été récupérés dans les caillettes
des ongulés sauvages et ont été génotypeés par AS-PCR, de maniere a déterminer si
la mutation F200Y était présente ou non. Leurs résultats ont mis en évidence des
individus d’H. contortus résistants aux benzimidazoles chez les chevreuils : 54% des
parasites ont été génotypés homozygotes « SS », 29% hétérozygotes « RS » et 17%
homozygotes « RR ». En paralléle, ils ont montré que 69% des H. contortus hébergés
par les moutons étaient homozygotes « RR » et uniquement 3% d’homozygotes
« SS » : le niveau de résistance était donc relativement élevé dans cette région et peut
étre expliqué par des traitements aux benzimidazoles tres fréquents et sans rotation
des molécules anthelminthiques. Cependant, concernant la faune sauvage, aucun
traitement ne leur a été administré, rejoignant ainsi les résultats de Chintoan-Uta et al.
(2014) : la présence d’H. contortus homozygotes « RR » chez les chevreuils souligne
la probable infection croisée entre les moutons et les cervidés lors du partage (Nagy
et al., 2017).

Deux hypothéses sont alors envisageables : soit les chevreuils, et plus
globalement les ongulés sauvages, ont un role de réservoir de parasites résistants, et
les transmettent aux élevages ovins lors du partage des patures, soit au contraire, ils
permettent de diluer le nombre de parasites résistants dans les élevages de petits
ruminants en apportant des parasites sensibles homozygotes « SS » et jouent alors
un role de frein a I'extension de la résistance aux antiparasitares chez les ruminants

domestiques.
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3.2. LA FAUNE SAUVAGE COMME FACTEUR DE DILUTION DE LA RESISTANCE

La faune sauvage peut étre considérée comme hébergeant une population de

strongles dite « refuge ».

Les résultats de I'étude de Nagy et al. (2017) exposés dans le paragraphe 3.1
ci-dessus montrent des différences significatives concernant les fréquences des
génotypes homozygotes « SS » et homozygotes « RR » chez les chevreuils et les
moutons : en effet, on observe que les moutons hébergent trois fois plus de strongles
homozygotes résistants que les chevreuils (respectivement 69% et 17%). A l'inverse,
les chevreuils sont porteurs de ving fois plus d’H. contortus homozygotes « SS » par

rapport aux moutons (respectivement 54% et 3%).

Ainsi, Csivincsik et al. (2017) posent I'hypothése que les chevreuils
permettraient la ré-introduction des parasites homozygotes sensibles dans des
élevages ou le taux de résistance est important et permettrait ainsi une dilution de la

résistance aux anthelminthiques dans ces élevages.
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PARTIE 3 : ETUDE EXPERIMENTALE SUR
LES RESISTANCES AUX BENZIMIDAZOLES
CHEZ LES STRONGLES GASTRO-
INTESTINAUX ISOLES CHEZ LES MOUTONS
ET LES CHEVREUILS DANS LE CANTON
D’AURIGNAC (31)
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CONTEXTE DE L’'ETUDE

Les strongles gastro-intestinaux provoquent des pertes de production et des
troubles cliniques pouvant entrainer la mort des ovins. Le développement et I'utilisation
répétée de molécules aniparasitaires a permis de limiter 'abondance des parasites et
ainsi leurs conséquences cliniques et économiques. Cependant, tres rapidement des
souches de parasites résistants aux traitements, et notamment aux deux principales
familles d’antiparasitaires disponibles (benzimidazoles et avermectines) se sont
développées avec des niveaux de résistance parfois tres élevés et inquiétants pour
I'industrie de I'élevage, surtout chez les petits ruminants (Kaplan, Vidyashankar, 2012).
Il est nécessaire de revoir notre approche de la maitrise du parasitisme pour une
gestion durable des ongulés domestiques. Pour cela, une meilleure connaissance des
interactions entre les parasites (en particulier ceux résistants aux antiparasitaires), leur

hotes (domestiques mais aussi sauvages) et I'environnement est nécessaire.

Dans la région de Midi-Pyrénées, la conduite d’élevage d'ovins est
majoritairement extensive, avec un fort paturage des moutons. Grace aux
observations des éleveurs locaux et du CEFS-INRAE (Comportement et Ecologie de
la Faune Sauvage a I'Institut National de Recherche pour I’Agriculture, I’Alimentation
et 'Environnement), des chevreuils sont régulierement apercus a proximité des
patures des petits ruminants domestiques. Or, nous savons que le cycle de
reproduction des strongles gastro-intestinaux est composé d’'une phase parasitaire
interne chez I'héte, et d’'une phase externe ou des stades larvaires libres dans
'environnement permettent la survie des parasites au long terme. Ainsi, I'association
de ces stades de résistance présents dans le milieu extérieur et le possible partage
des patures entre chevreuils et ovins nous amene a nous poser la question d’'une
possible transmission de strongles gastro-intestinaux entre les cervidés et les moutons

dans le canton d’Aurignac.

La présence de strongles gastro-intestinaux résistants a certaines familles
d’antiparasitaires a déja été mise en évidence dans la région Midi-Pyrénés, suite a
I'utilisation importante d’anthelminthiques (Cazajous et al., 2018 ; Bordes et al., 2020).
Ainsi, il serait tout & fait possible que les ovins du canton d’Aurignac hébergent des
strongles résistants aux antiparasitaires, notamment aux benzimidazoles et que, du
fait du partage des patures, les chevreuils soient aussi porteurs de ces parasites

résistants, bien qu’aucun traitement anthelminthique ne leur soit appliqué.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

Dans cette étude, nous avons étudié les échanges de strongles gastro-
intestinaux entre les chevreuils et les ovins dans le canton d’Aurignac, avec I'étude
des helminthofaunes et la recherche de parasites résistants aux benzimidazoles chez
ces deux especes. Cette région a été choisie du fait du suivi de la population de
chevreuils (suivi GPS et statut parasitaire) en fonction des activités humaines dans le
paysage : occupation du sol (relevé annuel sur le parcellaire) et charge en bétail sur
les parcelles paturées, effectués par le CEFS de 'INRAE depuis de nombreuses
années. En outre, ce site offre un gradient d’anthropisation du paysage et des niveaux

contrastés de contacts entre les chevreuils et les animaux de rente.

Les objectifs de cette étude sont :

Objectif 1 : Evaluer 'impact des contacts entre ovins domestiques et chevreuils sur la
transmission de parasites par I'étude des population parasitaires (composition) de

strongles gastro-intestinaux (SGI) chez les ovins domestiques et les chevreuils.

Objectif 2 : Evaluer la transmission de strongles gastro-intestinaux (SGI) résistants

aux benzimidazoles entre les ovins domestiques et les chevreuils.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons sélectionné des élevages d’ovins
dans lesquels des analyses coprologiques ont été effectuées afin de connaitre leur
composition en NGI et d’évaluer les résistances. Puis, des relevés coproscopiques de
féces de chevreuils ont été effectués a proximité et a distance des élevages d’ovins
choisis, permettant ainsi d’évaluer 'impact des contacts avec les ovins domestiques
sur la composition en parasites et la présence de parasites résistants chez les
chevreuils. Pour cela, a partir des suivis par collier GPS des chevreuils réalisés par le
CEFS, des domaines vitaux des chevreuils ont été estimés et nous avons ainsi pu
déterminer des zones d’échantillonnage correspondant aux deux catégories de
populations de chevreuils : celle en contact avec les patures des élevages d’ovins
sélectionnées et celle hors-contact. Les chevreuils du canton d’Aurignac se trouvant
dans un milieu fortement anthropisé avec une présence importante d’élevages
d’ongulés domestiques, nous nous attendons a observer une proportion de parasites
d’ovins plus importante chez les chevreuils échantillonnés a proximité par rapport a

ceux éloignés des élevages.
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De plus, du fait des prévalences élevées de résistances observées dans les
élevages ovins de la région, nous nous attendons a ce que les chevreuils en contact
avec des élevages d’ovins aient une probabilité plus élevée d’héberger des strongles
possédant des genes de résistance aux benzimidazoles que les chevreuils ne vivant

pas a proximité des élevages d’ovins.

Pour tester nos hypothéses, trois types d’analyses ont été effectuées sur

chacun des échantillons dans cette étude :

1- Des coproscopies ont été réalisées, et ont permis de mettre en évidence les
grands groupes d’espéces de parasites gastro-intestinaux présents ainsi
que leur abondance.

2- Aprés coprocultures et extractions des larves, des némabiomes par
séquencage haut-débit des séquences d'ITS-2 des strongles présents ont
été effectués, permettant ainsi d’évaluer plus précisément la composition
des especes de NGI chez les chevreuils et les ovins. Les principaux
avantages de cette méthode sont une rapidité d’exécution et des tres fortes
sensibilités et spécificités, comparées a d’autres procédés d’étude comme
'autopsie : les données recueillies sur I’helminthofaune sont extrémement
précises et obtenues uniqguement suite a des analyses coprologiques.

3- Un séquengage haut débit du gene de lisotype 1 de la béta-tubuline des
strongles a été réalisé, toujours sur les mémes échantillons de féces, dans
le but de mettre en évidence la présence ou non de mutations a 'origine de

résistance aux benzimidazoles chez les NGI des chevreuils et des ovins.

Les coproscopies et les coprocultures ont été réalisées par nos soins au
laboratoire de parasitologie de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT). Les
extractions larvaires ont été effectuées au laboratoire de parasitologie de VetAgro Sup.
Enfin, les némabiomes par séquencage haut débit des séquences d'ITS-2 et les
séquencages haut débit du géne de Iisotype 1 de la béta tubuline ont été réalisés par
Libby Redman et les collaborateurs de I'équipe de John Gilleard a l'université de

Calgary au Canada.
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1. MATERIELS ET METHODES

1.1. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

1.1.1.  Aurignac, une zone propice a I'étude des chevreuils

1.1.1.1. Description du paysage du canton d’Aurignac

Les prélévements de feces de chevreuils et de moutons de cette étude ont été
récupérés sur le canton d’Aurignac, dans le département de la Haute Garonne en
région Occitanie. Ce site fait parti de la zone Atelier Pyrénées Garonne rassemblant
des recherches multidisciplinaires sur les socio-écosystéemes. Des études sur les
populations de chevreuils y sont menées depuis plus de quinze ans par le CEFS de
'INRAE de Toulouse.

Le canton d’Aurignac forme un paysage agricole hétérogene d’environ 12 000
hectares. C’est une région de polyculture-élevage avec de fortes hétérogénéités
locales dans I'occupation du sol, le long d’'un gradient entre forét, élevage et grandes
cultures. Elle est composée de deux principaux massifs forestiers, Lilhac Fabas (672
ha) et Mauboussin (463 ha) (cf figure n°18). Lilhac Fabas est une forét mixte,
composée a la fois d’arbres feuillus (comme les chénes et les charmes communs) et
de coniféres (préférentiellement des pins). A l'inverse, le massif de Mauboussin est
constitué uniquement de chénes et de charmes communs. Les zones non boisées
(correspondant a environ 70% de la zone d’étude) sont principalement constituées de

patures, de friches et de champs cultivés (céréales, mais et sorgho).
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Forét de Mauboussin

Figure 18 : Site d'étude du canton d'Aurignac, d’apres Sévila, 2015

1.1.1.2.  Les chevreuils du canton d’Aurignac

La densité de chevreuils dans le canton d’Aurignac a été évaluée par le CEFS
a 9,3 individus pour 100 hectares. Les populations de chevreuils sont étudiées grace
a des protocoles de Capture-Marquage-Recapture (CMR) des ongulés sauvages
pendant les périodes hivernales depuis 2001, ainsi que par des sessions
d’observations régulieres. Grace a ces captures, environ 700 chevreuils ont pu étre
équipés d’'un collier GPS ces quinze dernieéres années, donnant ainsi des informations
sur leurs déplacements. Ces données permettent d’étudier le comportement des

Cervidés face a un gradient d’ouverture paysagere.

113




En 1996, Vincent et al. ont démontré que les populations de chevreuils du
canton d’Aurignac étaient assez typiques de celles que I'on rencontre dans les milieux
forestiers ou semi-ouverts, avec des groupes de deux a quatre animaux (contrairement
aux chevreuils dits « de plaine » ou les ongulés se regroupent en hardes pouvant aller
jusqu’a quarante individus), fréquentant assez peu les zones trés ouvertes, et ce
malgré une modification du paysage ces derniéres années a la faveur d’'une agriculture
plus intensive (Vincent et al., 1996). Enfin, lors des captures, des prélevements de
sang, de poils et de féces sont réalisés, dans le but d’étudier au mieux I'état parasitaire

et la physiologie de ces ongulés sauvages.

1.1.2. L’élevage ovins dans la zone d’Aurignac

La région Occitanie est la premiere région de production ovine de France, avec
2,3 millions d’ovins en 2016, soit I'équivalent du tiers du cheptel ovin national. La
plupart des élevages sont spécialisés en production de lait (environ les deux tiers) du
fait de la présence de 'AOP Roquefort sur 'ensemble de la région.

Cependant, malgré une forte prédominance de producteurs laitiers en région
occitane, les élevages d'ovins dans le département de la Haute Garonne sont
majoritairement composés d’élevages d’ovins a viande, avec en 2016 un nombre de
303 exploitations ovines déclarées (élevages avec plus de 25 brebis enregistrées).
Les troupeaux sont globalement de petite taille : seulement 40 % des troupeaux ovins
allaitants d’Occitanie comptent plus de 50 brebis. Notamment, en Haute-Garonne,
40% des élevages allaitants ovins sont composés de 10 a 50 brebis. La plupart des
élevages sont en production Label Rouge, avec principalement la production
d’agneaux de bergerie (agneaux engraissés en totalité en bergerie) et on parle surtout
d’élevages semi-extensifs a extensifs (http://draaf.occitanie.agriculture.gouv.fr).

A Aurignac, les élevages ovins sont a 'image de ceux que I'on retrouve dans le
département de la Haute-Garonne : la moitié des élevages sont composés d’un faible
nombre de brebis (<50 tétes), et 'autre moitié d’'un nombre de tétes plus important
(>100 brebis). A noter que des élevages d’autres animaux de rente comme les bovins
sont aussi présents a Aurignac, ainsi que quelques équidés (chevaux et anes) et tres

peu de caprins et porcins.
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1.2. LES ELEVAGES OVINS SELECTIONNES

1.2.1. Présentation des élevages

Nous avons sélectionné huit élevages de moutons, plus ou moins proches les
uns des autres géographiquement. Ces élevages ont été choisis suivant la localisation
de leurs patures (cf figure 17), ou des chevreuils avaient pu étre observés a proximité
par le CEFS-INRAe. Ce ne sont que des élevages ovins allaitants, tous en élevage

purement extensif, avec la production d’agneaux (cf tableau 6).

Nom de Nombre de
Vs ~ Race
I"élevage tétes
M1 300 Tarasconnaise
M2 250 Tarasconnaise
M3 30 Suffolk
M4 250 Tarasconnaise
M5 100 Tarasconnaise
M6 18 Tarasconnaise
Lacaune viande + Croisée
M7 60 : )
Berrichon/Lacaune viande
M8 30 Laucaune Vlar?c()ji(re + Montagne

Tableau 5 : Caractéristiques générales des élevages d’ovins sélectionnés

Les élevages sélectionnés sont assez représentatifs de I'élevage ovin viande
de Haute-Garonne : en effet, trois élevages sur les huit sélectionnés possédent moins
de 50 brebis, soit 40% de notre échantillon (ce qui cohérent avec le fait que 40% des
élevages ovins allaitant de Haute Garonne sont composés de 10 a 50 brebis). On
retrouve principalement des brebis de la race Tarasconnaise, une race rustique

originaire des Pyrénées.
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Figure 19 : Localisation géographique des élevages sélectionnés (NA = Elevages d’ovins non échantillonnés dans cette étude) (Source : Bruno Lourtet- CEFS
INRAE)



D’aprés la figure n°19, on observe que les élevages M2, M4, M7 et M8 sont
localisés autour de la forét Lilhac Fabas, dont M2 et M7 qui possédent des péaturages
accolés. M1 est situé au Nord Est de Lilhac Fabas. M3, M5 et M6 sont, quant & eux,

tous trois a I'est de la forét de Mauboussin.

1.2.2.  Les différentes stratégies de traitements anthelminthiques des élevages
échantillonnés

Les protocoles détaillés des traitements anthelminthiques de chaque élevage
pour 'année 2018 sont présentés en annexes 1.

La plupart des élevages réalisent un protocole de déparasitage assez
classique, avec deux a trois traitements par an et une rotation des familles de

molécules (benzimidazoles et lactones macrocycliques pour la plupart) sur une année.

Les élevages M1, M2, M6 et M7 concluent & une bonne efficacité des
anthelminthiques qu’ils utilisent, avec des animaux qui n’ont plus de diarrhée et des
laines de meilleures qualités, apres traitement. Ce sont des élevages qui réalisent
deux a trois traitements par an.

En revanche, I'élevage M4 a plus de problemes quant a la gestion du
parasitisme dans son élevage : en effet, malgré les différents traitements annuels avec
alternance de familles (benzimidazoles/lactones macrocycliques), ses brebis ont
toujours des signes cliniques associés au parasitisme, a savoir de la diarrhée et un
état général dégrade.

M3 et M8, quant a eux, trouvent que les anthelminthiques qu’ils utilisent ont une bonne
efficacité sur les strongles gastro-intestinaux mais pas sur une myiase naso-sinusale,
I'oestrose.

L’élevage M5 est le seul élevage a réaliser un protocole de déparasitage plus
raisonné : en effet, il ne traite ses brebis avec des molécules chimiques que s’il observe
des signes cliniques associés au parasitisme intestinal et réalise des coproscopies
deux a trois fois par an. Pour exemple, pour 'année 2018, il n’a traité que deux brebis
début octobre avec de la CYDECTINE ORALE 0,1%®.
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1.3. L’ECHANTILLONAGE DES FECES DE CHEVREUILS ET DE MOUTONS

1.3.1. Prélevements de féces de moutons

Le nombre d’échantillons de feces prélevés par élevage dépend du nombre
d’ovins du cheptel étudié. En effet, nous avons effectué le protocole suivant :
- Pour un élevage avec plus de 200 ovins, des féces d’au moins 10% du nombre
total de brebis ont été prélevées ;
- Pour un élevage avec un nombre de téte compris entre 30 et 200 ovins, un
minimum de vingt feces ont été récoltées ;
- Pour un élevage avec moins de trente moutons, nous avons prélevé autant de

feces que le nombre de brebis présentes

Pour les préléevements des féces, nous avons réecupéré des selles fraiches a
méme le sol, soit I'instant suivant la défécation d’'un mouton soit a un endroit de la
pature ol des moutons étaient couchés au moment de notre arrivée (les ruminants ont
tendance a faire des selles au moment ou ils se levent).

Des prélévements d’environ 50 grammes de féces fraiches ont été récoltés.
Nous les avons mises dans des sachets hermétiques, puis numérotées en fonction de

I'élevage, du jour et du numéro d’échantillon.

1.3.2. Prélevements de féces de chevreuils

1.3.2.1. Féces de chevreuils non capturés, récupérées a proximité et a
distance des élévages sélectionnés

Nous nous sommes basées sur les observations réalisées de facon
hebdomadaire par le CEFS-INRAe et sur leur connaissance du comportement des
Cervidés pour la collecte de feces de chevreuils. Celles-ci étaient récupérées, comme
pour les moutons (cf figure 20), a méme le sol, puis mises de facon individuelle dans
des sachets hermétiques numérotées.

Le point GPS du prélévement était relevé a chaque fois. Nous avons essayé de
récupérer des feces les plus fraiches possibes (c’est a dire humides, relativement

molles et n’ayant pas perdu d’odeur).
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Figure 20 : Photo de feces de chevreulil fraiches
ramassées sur le sol

Les échantillons de matieres fécales de chevreuils ont été ramassés d’octobre
2018 a mars 2019. Un total de 148 échantillons a des points GPS différents ont été
préleves (Cf figure 21).

En moyenne, la masse des feces ramassées directement au sol est de 15 g

(min=1g; max = 65,3 g).
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Figure 21 : Localisation géographique des points GPS des prélévements de fécés des chevreuils (Source : Bruno Lourtet- CEFS INRAE)
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1.3.2.2. Féces de chevreuils capturés par le CEFS de I'INRA

Le CEFS a défini sept sites de capture répartis sur tout le canton d’Aurignac.

Depuis 2002, une session de capture est effectuée chaque hiver (entre janvier
et mars) sur chacun des sites de captures. Le protocole de capture, présenté en

annexe 2, est identique sur chaque site.

Au total, 52 préléevements de matiéres fécales ont été réecupérées par le CEFS
durant six captures, qui ont eu lieu entre le 10 janvier 2019 et le 14 février 2019 (cf
figure 22). Les feces ont ainsi été récupérées directement dans le rectum des cervidés,
puis rapportés au laboratoire de parasitologie de 'TENVT. En moyenne, la masse des

feces récupérées lors des captures est de 8,5 grammes (min = 0,99 ; max = 44g).

Ainsi, au total, 200 échantillons de féces de chevreuils ont été inclus dans notre

étude (148 ramassés a méme le sol + 52 récupérés lors des captures).

121




Légende :

coordonnées GPS bergeries
I M1
I M2
I M3
& M4
¥k M5
3% M6
I M7
3% M8

[ zones capture chevreuil

parcelles élevages ovins

B V1
B m2
B ™3
B M5
B M6
B M7
B V8
[ M4
[ INA

Figure 22 : Présentation des six zones de capture ou des échantillons de féces ont été récupérés pour cette étude (Source : Bruno Lourtet- CEFS INRAE)
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1.4. ESTIMATION DU STATUT PARASITAIRE DES CHEVREUILS ET DES OVINS DU CANTON
D’AURIGNAC

Les différents échantillons de matiéres fécales ont été analysés dans les 48
heures suivant leur prélévement au laboratoire de parasitologie de 'ENVT : une
coproscopie individuelle (chevreuil) ou de mélange (moutons) puis une mise en culture
des oeufs ont été effectuées pour chacun d’entre eux. Si les analyses ne pouvaient
pas étre effectuées dans I'immédiat, les échantillons étaient conservés dans une salle

a température ambiante (20°C).

1.4.1. Coproscopie

1.4.1.1. Coproscopies individuelles, réalisées sur les féces chevreuils

Pour chaque prélévement de féces de chevreuil, une coproscopie individuelle
a éteé réalisée, suivant la méthode d’enrichissement par flottation au sel (densité 1,2)
puis par lecture sur lame de McMaster. Le protocole a été celui énoncé dans la partie

1, paragraphe 3.1.3.

Quand nous le pouvions, nous avons utilisé 3 g de feces de chevreuil pour
chacune des coproscopies, comme il est recommandé dans le protocole suivi.
Cependant, la quantité de féces ramassée étant aléatoire, nous devions parfois nous
contenter d’'une quantité moindre (moyenne = 2,36 g ; min = 0,8 g ; max = 3 g). Dans

ce cas, la quantité d’eau salée utilisée était adaptée.

Sur les 148 échantillons de feces ramassées, nous avons décidé de ne pas
effectuer de coproscopies sur 14 d’entre eux par manque de quantité de féces et pour
privilégier la coproculture. Ainsi, au total, 186 coproscopies individuelles de chevreuils
ont été réalisées (134 échantillons ramassés + 52 échantillons récupérés lors des

captures).
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1.4.1.2. Coproscopies de mélange, réalisées sur les feces de moutons

Bonnefont et Canellas (2014) ont montré la tres forte corrélation entre la
moyenne des résultats de coproscopies individuelles et la moyenne de deux valeurs
obtenues aprés mélange des prelevements individuels (cf partie 1, paragraphe 3.1.4).
Du fait du nombre plus ou moins important d’échantillons par élevage (entre 18 et 34

échantillons de féces), nous avons choisi de réaliser des coproscopies de mélange.

Ainsi, pour chaque élevage d’ovins, trois a quatre mélanges de féces ont été
effectués suivant le nombre de prélévements, de fagcon a ne pas dépasser plus de dix

échantillons dans un mélange (cf annexe 3 pour les valeurs par élevage).

Pour chaque mélange, deux coproscopies suivant la méthode d’enrichissement
par flottation au sel (densité 1,1 a 1,2) puis par lecture sur lame de McMaster ont été
réalisées et le protocole est celui décrit dans la partie 1, paragraphe 3.1.4.

Au total, 52 coproscopies de moutons ont été effectuées (26 mélanges de feces

et 2 coproscopies par mélanges).

1.4.2.  Coprocultures

Apres la réalisation des coproscopies individuelles (chevreuil) ou de mélange
(mouton), les matieres fécales résiduelles ont été mises en cultures pour réaliser des

coprocultures.

1.4.2.1. Chevreuils

La quantité de feces restante apres les coproscopies était dépendante de la
quantité de selles récupérées initialement sur le terrain, qui était non constante et
malheureusement parfois faible. Par conséquent, nous avons utilisé en moyenne 14,4

grammes de féces de chevreuils par coproscopie (min =1 g ; max = 62,3 g).

Les échantillons ont été mis dans des pots puis placés dans une étuve a 24 +/-
1°C pendant 10 a 15. Une humidification des échantillons a été faite a I'aide d’une

pissette d’eau tous les deux jours.
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Aprés l'incubation, les larves ont été récupérées selon la méthode MAFF,
expliquée dans la partie 1, paragraphe 3.2 (cf figure 23), puis mises dans un tube a

essai placé au réfrigérateur.

Matiéres fécales de chevreuil I

Numéro de I'échantillon |

Pot en plastique contenantdesfécesde
chevreuilrempli d’eau durobinet

Boite de pétriremplie d’eau aux trois-
quarts

Figure 23 : Dispositif de récupération des larves issues des coprocultures selon le protocole
MAFF (1986)

Sur les 52 échantillons de féces récupérés lors des captures, nous n’avons pu
réaliser que 44 coprocultures du fait d’'une quantité insuffisante de féces. Le CEFS-
INRAe ayant besoin des résultats de coproscopies pour ses autres études en cours,
nous avons dQ, pour les échantillons de feces des chevreuils capturés, privilégier les
coproscopies. Au total, nous avons donc effectué 192 coprocultures (148 échantillons

ramassés + 44 échantillons récupérés lors des captures).

1.4.2.2. Moutons

A la suite des deux coproscopies réalisées pour chacun des mélanges, la
qguantité de feces restante a été transférée dans un pot puis mis a I'étuve pendant 10

a 15 jours a 24 +/- 1°C et humidifiée a 'aide d’'une pissette d’eau tous les deux jours.
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Aprés l'incubation, comme pour les préléevements de chevreuils, les larves ont
éte récupéreées selon la méthode MAFF. Les tubes a essai avec la solution contenant
les larves sont ensuite placés au réfrigérateur. Au total, 26 cultures larvaires de
matieres fécales de moutons ont été effectuées, correspondant aux 23 mélanges de

féces d’ovins réalisés.

1.4.2.3. Comptage larvaire

Les tubes a essais contenant la solution avec les larves de stades 3 infestantes
(L3) sont centrifugés (4500 tours/min pendant 10 minutes). Apres la centrifugation, les
tubes présentent deux phases : un culot, contenant les larves L3, et un surnageant.
Le surplus de surnageant est retiré a I'aide d’'une pipette graduée, de fagon a ne laisser

gue 5 millilitres de solution dans le tube a essai.

Puis, a laide d'un mélangeur automatique, une homogénéisation de
I'échantillon est réalisée. Deux gouttes de 40uL chacune de la suspension sont
déposées a l'aide d’'une micropipette entre lame et lamelle et observées sous
microscope. Une allumette en feu est passée sous la lame de maniere a tuer les larves

L3 présentes et faciliter leur comptage.

Les nombres de larves comptées dans les deux gouttes sont ensuite
additionnés puis multipliés par 12,5, de maniére a avoir une quantité de larves par

millilitre de suspension larvaire.

Pour les chevreuils, sur les 192 coprocultures réalisées, le comptage larvaire
moyen dans la suspension est de 120,5 L3/mL (min = 0 L3/mL ; max = 3125 L3/mL).
Pour les échantillons ramassés directement au sol (148 coprocultures réalisées), le
comptage larvaire moyen est de 152,6 L3/mL (min = 0 L3/mL ; max = 3125 L3/mL).
Pour les échantillons issus des chevreuils capturés, le comptage larvaire moyen est
de 11,1 L3/mL (min =0 L3/mL ; max = 75 L3/mL).

Pour les moutons, le comptage larvaire moyen dans la suspension est de 513
L3/mL (min = 0 L3/mL ; max = 3300 L3/mL). A la suite des comptages larvaire,
I'élevage M3 a di étre sortis de I'étude du fait d’'un manque de larves présentes (0O

L3/mL pour chacun des trois meélanges).
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Il estimportant de souligner que lors du comptage, de nombreux strongles libres
étaient présents sur certains échantillons (expliqué par la méthode de prélevement).
Le nombre total de larves L3 présentes par millilitre de suspension larvaire ne
correspond alors qu’au nombre de L3 de strongles digestifs, sans prendre en compte
les strongles libres (cf figure 24).

Figure 24 : Larve L3 de strongle digestif observée au microscope optique (x10)

1.5. ANALYSES GENETIQUES REALISEES APRES RECUPERATION DES LARVES DE STADE
L3 DE STRONGLES DIGESTIFS

1.5.1. Extraction d’ADN et détermination de la composition de I'helmintofaune des
chevreuils et des élevages ovins : analyse du némabiome

Aprés comptage des larves, les tubes a essais contenant en solution les larves
L3 ont été envoyés au laboratoire de VetAgro Sup, ou 'ADN a été extrait en utilisant
le kit PowerSoil de Qiagen®. Pour les échantillons de moutons, I'extraction a ainsi été
réalisée sur 22 échantillons contenant assez de larves (sur les 26 échantillons initiaux),
a partir d’aliquots contenant en moyenne 874 L3 (médiane = 894, min-max= 480-
1680). Pour les échantillons de chevreuils, les extractions d’ADN ont été réalisées sur
87 échantillons parmi les 192 coprocultures réalisées, a partir d’'une moyenne de 566
L3 (médiane = 600, min-max = 20-1500).
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Les ADN extraits ont ensuite été emmenés a l'université de Calgary au Canada.
Libby Redman et les collaborateurs de I'équipe de John Gilleard ont réalisé sur ces
échantillons l'analyse du némabiome par séquengage haut-débit des séquences
d’'ITS-2 des différents strongles présents (Avramenko et al., 2015 ; 2017 ; 2019) (cf
partie 1, paragraphe 3.5).

1.5.2.  Recherche de genes de résistance aux benzimidazoles

Apres I'analyse des séquences d’ITS-2, un séquencage haut débit du géne de
I'isotype 1 de la B-tubuline a été réalisé sur les mémes échantillons, par Libby Redman
de I'équipe de John Gilleard, de l'université de Calgary au Canada, suivant la méthode

décrite par Avramenko et al. en 2019.

L’analyse des séquences obtenues permet de rechercher les mutations
présentes sur les trois codons 167, 198 et 200, a l'origine de la résistance aux
benzimidazoles (cf partie 2, paragraphe 1.3.2.1). Cette méthode est extrémement
sensible puisqu’elle permet de détecter des niveaux de résistance trés faibles dans les
échantillons (<0,1%).

1.6. CHOIX DES INDICATEURS EXPLIQUANT UN ECHANGE DE STRONGLES ENTRE OVINS ET
CHEVREUILS

1.6.1. Le partage d’'une méme zone de pature : la variable contact

La condition sinequanone pour que les chevreuils s’infestent de SGI résistants
aux anthelminthiques est qu’ils paturent a proximité des prairies de moutons. Il a donc
fallu déterminer une possibilité de contact entre le domaine potentiel exploité par un
cheveuil et les prairies des moutons environnantes. Le domaine exploité par un
chevreuil se nomme le domaine vital. Burt, en 1943, fut un des premiers a donner une
définition du domaine vital, le caractérisant comme “ la surface traversée par I'individu
pendant ses activités normales de recherche de nourriture, de reproduction, et de soin
aux jeunes et les sorties occasionnelles hors de la zone, telles que des explorations
dans la nature, ne devant pas étre considérées comme faisant partie du domaine vital’
(Burt, 1943). Powell, en 2000, ajoute une dimension temporelle a cette définition
qualitative du domaine vital, en précisant qu’il ne s’agit pas d’un concept instantané.
En effet, le domaine vital est déduit par les différentes localisations d’'un animal dans
un intervalle de temps donné (par exemple une saison, une année ou encore une
durée de vie) (Powell, 2000).
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Comme explicité précédemment, des captures sont organisées chaque hiver
par le CEFS-INRAE. Lors de la capture, une boucle auriculaire avec un numero
d’identifiant unique est attribuée a chaque chevreuil avec un collier GPS. Les colliers
peuvent étre récupéreés soit lorsque I'animal est recapturé I'année suivant la pose du
collier, soit grace a un systéme “drop-off” qui permet de libérer le collier du cou de
'animal (programmé pour se détacher au bout de 10 mois de fonctionnement ; cf
annexe 2). Des domaines vitaux mois par mois peuvent ainsi étre déterminés pour
chacun des chevreuils suivis grace aux données de localisation enregistrées par les
colliers GPS.

Dans notre étude, pour chaque féces prélevée, un domaine vital potentiel du
chevreuil associé a été attribué. Ces domaines vitaux potentiel ont été construits de la

maniére suivante :

1. Six zones d’études correspondant a des zones de captures élargies ont été
formées sur la base d'une homogénéité paysagéere, infeodées a un massif
forestier, a un paysage plus bocager avec des boisements morcelés, ou a des
grandes cultures avec peu de bois. Il a été montré lors d'études précédantes
que ces unités paysageres basées sur la fragmentation des boisements
correspondent a des tailles croissantes des domaines vitaux des chevreuils. Au
sein de ces zones se trouvent les élevages d’ovins, ainsi que les principaux

lieux ou des feces de chevreuils ont été ramassées (cf figure 25).

Dans chaque zone d’étude, les domaines vitaux réels des chevreuils
déja suivis par GPS ont été calculés par le CEFS a partir des données
collectées entre 2003 et 2018. Cela concerne plus de 600 chevreuils. Seuls les
localisations en novembre et décembre ont été utilisées pour calculer des
domaines vitaux représentatifs de la fin de l'automne, debut d'hiver. Ces mois
correspondent, d’'une part, a la période de prélevement de la majortité de nos
échantillons, et d’autre part, c’est une période a faible dispersion pour les
chevreuils. En effet, les populations de chevreuils présentent un degré de
grégarisme important en hiver, diminuant ainsi leurs déplacements (Maublanc
et al., 1985). Les domaines vitaux calculés sont donc plus petits, et a I'échelle

de notre étude, plus facilement exploitables.
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Il est important de préciser que les domaines vitaux ne correspondent
donc pas aux domaines vitaux des chevreuils capturés en 2019 et dont les féces

ont été analysés ici.

2. Une moyenne de la surface des domaines vitaux dans chacune des zones de
capture élargie a été calculée a partir de tous ces domaines vitaux

3. A partir de cette surface moyenne, un rayon R a été défini a I'aide de la formule
S=mR?

4. Le domaine potentiel du chevreuil associé au prélevement de féces a été
approximé par un cercle de rayon R et de centre le point GPS de prélévement

de feces
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Figure 25 : représensation des six zones d’études correspondant a des zones de captures élargies, dans
lesquels les domaines vitaux des chevreuils capturés dans ces zones ont été utilisés (Source : Bruno Lourtet-
CEFS INRAE)
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Il a été considéré que les chevreuils ayant une possibilité de paturer dans une
prairie d’ovins avait un domaine vital potentiel qui chevauchait un paturage d’'un des
élevages d’ovins sélectionné. Cette variable se nomme la variable « contact » et prend
les valeurs de 1 lorsque le domaine vital potentiel du chevreuil chevauche un paturage
d’ovins et 0 lorsqu’il 'y a pas de chevauchement. Sur 148 échantillons ramassés, 104
(69%) ont été considérés comme étant « en contact » avec un élevage d’ovins et 46

ont été considérés comme étant « sans contact » avec un élevage d’ovins (31%).

De plus, les chevreuils capturés en 2019 par I'équipe du CEFS-INRAE, analysés
pour coproscopie et coproculture, ont été considérés comme « sans contact » avec un
elevage d’ovins. En effet, aucun des chevreuils n'a été capturé a proximité (distance

< a R) de parcelles occupées par des moutons.

Au total, sur les 200 échantillons initiaux, 104 échantillons ont été considérés
comme étant « en contact » avec un élevage d’ovins et 98 échantillons comme « sans
contact » avec un élevage de moutons (46 échantillons ramassés directement au sol

+ 52 échantillons issus des capures).

Remarques : L'étude s’intéressant aux échanges de SGI entre les moutons et les
chevreuils, seules les prairies d’ovins ont été prises en compte. Cependant, il est
important de signaler que, dans la zone d’étude, on observe principalement des

élevages de bovins (cf figure 26).
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Figure 26 : Representatlon des paturages ou des bovms ont été observes par le CEFS (Source Bruno Lourtet- CEFS INRAE)
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1.6.2. Les autres indicateurs

1.6.2.1. La saison

D’aprés la bibliographie, on sait que des variations d’excrétions parasitaires
existent selon les saisons (cf partie 1, paragraphe 1.1.1.). Le facteur « saison » prend
deux modalités : « automne » et « hiver ». Tous les échantillons prélevés entre le
21/09/2018 et le 21/12/2018 se sont vu attribuer la modalité « automne » alors que
tous les échantillons prélevés entre le 21/12/2018 et le 21/03/2019 se sont vu attribuer

la modalité « hiver ».

1.6.2.2. L’environnement

La zone d’étude a été entierement cartographiée a l'aide d’un logiciel de
Systéme d’Information Géographique (SIG, ArcView 3.2a) et de relevés sur le terrain
de l'occupation du sol sur les différentes parcelles composant le paysage. Chaque
année, une actualisation de ces données est réalisée. Le paysage se compose de
foréts, de bois, de friches, de haies, d’eau, de prairies naturelles, de cultures et
d’infrastructures (cf figure 25). Ce logiciel permet la superposition de couches
d'information géographique, comme le parcellaire, I'occupation du sol, la présence
d'élevage, la localisation des feces collectés, des domaines vitaux, et le calcul de

métrique géographique (surface, distance, cercle...).
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Figure 27 : Composition du paysage du canton d'Aurignac (Source : Bruno Lourtet- CEFS INRAE)
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Dans chaque domaine vital potentiel de chevreuil, le parcellaire, c’est a dire les
différentes surfaces de parcelles le constituant, a été défini (cf figure 27). Par exemple,
pour I'’échantillon C6_121118 23, le parcellaire est constitué de 4% de haies, 10% de
foret, 80% de cultures et 6% de vignes. Ces données permettent de générer la variable
« végeétation » (voir annexe 4) contenant le type de parcelle majoritaire contenu dans

le domaine vital potentiel du chevreuil.

Ces parcellaires de terrain ont été regroupés en s’inspirant de la classification

du « Corine land cover ». Cing groupes ont été définis :

Culture contenant «cereale», «colza», «soja», «luzerne »,

« jachere », «autre culture », «tournesol », «sorgho », « jachere »,

«vignes », « legumineuse »

- Patures contenant « prairie artificielle » et « prairie naturelle »

- Zones artificielles contenant « depot chantier », « parking », « route »,
« dependance ferme », «bati», «hors zone », «non releve » et
« terre »

- Foréts et zones semi-naturelles contenant « friche », « foret », « jardin »,

« pelouse », « bande enherbe », « enclos », « bati », « parc arbore » et

« haie »

- Eau contenant « eau »

Dans chaque domaine vital potentiel de chevreuils, le pourcentage surfacique
de ces groupes a été calculé. Pour chaque échantillon, il a été décidé que la variable
végétation prend pour valeur le groupe dont le pourcentage surfacique est le plus

élevé.
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Figure 28 : Carte représentant le parcellaire de chaque domaine vital de chevreuils (Source : Bruno Lourtet- CEFS INRAE)
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1.7. ANALYSES STATISTIQUES DES RESULTATS

Afin de tester nos hypothéses, les analyses statistiques (voir annexe 5) des
résultats se sont déroulées en quatre étapes :

Analyse des coproscopies des échantillons de chevreuils et de moutons ;

2. Analyse de la composition en parasites et des proportions relatives des
différentes espéces de SGI des échantillons de chevreuils et de moutons ;

3. Analyse de la présence de génes de résistances aux benzimidazoles chez H.
contortus pour chaque échantillon de chevreuils et de moutons ;

4. Analyse de la présence de genes de résistances aux benzimidazoles chez
quatre especes majoritairement rencontrées pour chaque échantillon de

chevreuils et de moutons (T. circumcinta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei).

Pour chaque analyse, deux groupes de chevreuils ont été comparés : les
chevreuils « en contact » avec les élevages de moutons et ceux « hors contact ». Les

analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel R (R Core Team, 2020).

Pour I'analyse des résultats coproscopiques, nous nous sommes intéressées a
I'excrétion parasitaire en strongles avec la variable « opg » (ceuf par gramme). Nous
avons cherché a expliquer cette variable en fonction de différents facteurs décrits dans
le paragraphe précédent a savoir le contact avec un élevage de mouton (variable = «
contact »), la saison (variable = « saison »), et 'environnement (variable = « vegetation
»). Les données sur les opg étant sur-dispersées (beaucoup de résultats nuls), elles
ont été réparties selon le schéma binomial suivant : 1 pour les valeurs d’opg

strictement supérieures a 15 et 0 sinon.

En utilisant des modeles linéaires généralisés (glm), nous avons compareé le
modele complet (opg~contact+saison+vegetation) avec le modele nul (modéle avec
une constante), puis avec le modéle ne comportant que les variables dites de
I'environnement a savoir « saison » et « vegetation » (opg~vegetation+saison), et les
modeles suivants : opg~saison, opg~vegetation et opg~contact. Les différents
modéles ont été comparés avec I'AIC (Critére d’Information d’Akaike). Une différence
d’AIC de 2 formait la condition nécessaire pour différencier les modéles. Le modeéle

avec I'AIC le plus bas représente le meilleur modéle (Zuur et al., 2007).
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Les compositions en espeéces de SGI des chevreuils ont été décrites et

comparées avec celles des moutons des élevages sélectionnées.

Pour les analyses portant sur la présence de genes de résistance chez nos
différentes espéeces de strongles, des modeles linéaires généralisés ont été réalisé

pour connaitre I'influence de la variable « contact » avec les élevages ovins.

2. RESULTATS

2.1. EXCRETIONS PARASITAIRES (OPG) CHEZ LES CHEVREUILS ET LES OVINS

2.1.1. Chez les moutons

Les résultats des coproscopies de mélange des différents élevages ovins

échantillonnés sont présentés dans le tableau en annexe 6.

Nous avons principalement observé des ceufs de strongles lors des
coproscopies de mélange de féces d’ovins. Dans I'élevage « M3 », nous avons aussi

pu observer un ceuf de Moniezia.

Globalement, les excrétions parasitaires restent faibles, avec en moyenne sur
les 8 élevages, 182 opg retrouvés en coproscopie (min =0 ; max = 1150). On distingue

notamment trois groupes :

- Les élevages « M1 », « M3 », « M4 », « M7 » et « M8 » avec une excrétion
parasitaire tres faible, avec une moyenne inférieure a 50 opg (min =0 ; max =
175)

- Les élevages « M5 » et « M6 » avec une excrétion parasitaire faible, avec une
moyenne égale a environ 200 opg (min = 75 ; max = 450)

- L’élevage « M2 » avec une excrétion parasitaire modérée, avec 700 opg en

moyenne (min = 450 ; max = 1150)

Le tableau 6 regroupe les derniers traitements réalisés dans chacun des

élevages, et la rémanence des molécules associées.
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Seuls les moutons des élevages « M2 » et « M3 » avaient des traitements
encore effectifs lors de I'’échantillonnage des féces. Cela est cohérent pour I'élevage
« M3 » mais pas pour I'élevage « M2 » qui est I'élevage d’ovins avec l'excrétion
parasitaire la plus importante, et nous laisse suspecter la possible présence de
parasites résistants aux lactones macrocycliques. Malgré les fortes valeurs
coproscopiques, I'éleveur « M2 » rapporte une bonne efficacité des traitements

anthelminthiques dans son élevage.

Les ovins des élevages « M1 », « M6 » et « M7 » ne sont plus soumis a aucun
traitement au moment des prélevements. De plus, les patures de ces élevages ont
certainement déja été contaminées par de nouveaux ceufs de SGI lorsque l'on a
récupére les féces (période prépatente de 3 semaines). Cependant, les excrétions
parasitaires dans ces €élevages sont relativement faibles, laissant suspecter une faible

contamination des patures par les SGI.

Enfin, pour les élevages « M4 » et « M8 », I'échantillonnage des féces a été
effectué aprés la période de rémanence des anthelminthiques et juste a la fin de la
période prépatente des SGI. Les excrétions parasitaires dans ces élevages sont
extremements faibles, ce qui est cohérent avec une non-contamination des patures
par les SGI et donc, a priori, une bonne efficacité des anthelminthiques. Cependant,
I'éleveur « M4 » rapporte une efficacité moyenne des antiparasitaires utilisés : ainsi,
cela peut supposer que des parasites résistants existent dans I'élevage « M4 » mais

a des prévalences trop basses pour étre observés en coproscopie.
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Nom de No.mbre de Date du dernier SPECIALITE® effectuée Composition (famille , . D.ate
‘2 traitements ) . . o o Rémanence échantillonnage
I'élevage traitement au dernier traitement d'antiparasitaire) .
annuels feces
Ivermectine (Lactone Haeiqsc?:;:l?sesoi(;;:tus
M1 2a3 Septembre 2018 CLOSAMECTIN® Macrocyclique) + Closantel . ’ 12/02/2019
. . 15 jours pour les autres
(Salicylanilidés) R
especes
. . CYDECTINE LA Moxidectine longue action .
M2 1a2 Juillet 2018 INJECTABLE® (Lactone Macrocydlique) 4 mois 24/10/2018
CYDECTINE 0,1% Moxidectine (Lactone > semaines pour H.
,170
M3 1 Septembre 2018 SOLUTION ORALE® Macrocyclique) contor.tus 23/10/2018
8 semaines
M4 3 Septembre 2018 IVOMEC® Ivermectine (Lactone 7 jours 23/10/2018
Macrocyclique)
Suivant signes
M> cliniques / / / / 08/11/2018
M6 132 Avril 2018 IVOMEC® Ivermectine (Lactone 7 jours 08/11/2018
Macrocyclique)
. . 5 semaines pour H.
. CYDECTINE 0,1% Moxidectine (Lactone
M7 2 Juillet 2018 SOLUTION ORALE® Macrocyclique) contor.tus 08/11/2018
8 semaines
. . 5 semaines pour H.
R N CYDECTINE 0,1% Moxidectine (Lactone
i) 2a3 Aout 2018 SOLUTION ORALE® Macrocyclique) scgg:;f::s 08/11/2018

Tableau 6 : Dernier traitement anthelminthique effectué dans les huit élevages d'ovins échantillonnés
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2.1.2.

2.1.2.1.

Chez les chevreuils

Résultats des coproscopies individuelles

Lors de l'analyse coproscopique, les ceufs de strongles ont été observés en

majorité (cf tableau 7). Cependant, quelques ceufs de strongles du genre Nematodirus

Spp. on pu étre mis en évidence dans six échantillons (un ceuf observé dans cinq

échantillons et sept ceufs dans un échantillon).

. . Chevreuils Chevreuils
Chevreuils dont Chevreuils dont e A
\ " \ oz considérés considérés
Tous les les feces ont été | les feces ont été " "
; P p . comme "sans comme "avec
chevreuils ramassées a récupérées lors " "
méme le sol des captures contact" avec _Ies contact" avec _Ies
élevages d'ovins | élevages d'ovins
Excrétion
parasitaire 308,8 405,9 67,3 266,3 354,3

moyenne (opg)

(Min-
Max/Médiane)

(0-4200/50)

(0-4200/50)

(0-1150/25)

(0-4200/50)

(0-3050/50)

Tableau 7 : Résultats des coproscopies individuelles des feces de chevreuils

2.1.2.2.

excrétions parasitaires observées

Modéles statistiques et facteurs pouvant expliquer les différentes

Dans un premier temps, nous avons cherché a expliquer la présence ou

I'absence d’excrétion parasitaire en strongles chez les chevreuils.

Pour cela, nous avons utilisé un modele dit complet comprenant les variables

« contact », « vegetation » et « saison », et comparé I'ensemble des modéles

combinant I'une ou plusieurs de ces variables. Nous avons alors comparé les AIC des

différents modéles (cf tableau 8) :

Modeéles AIC
Opg~saison AIC =85.639
Opg~vegetation+saison AIC = 87.88
Opg~contact+vegetation+saion AIC =88.301
Opg~vegetation AIC =91.781
Opg~c (constante) = modéle nul AIC =95.738
Opg~contact AIC = 96.104

Tableau 8 : comparaison des AIC des différents modéles proposés
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Le modele avec I'AIC le plus bas est le modéle Opg~saison : c’est le modéle
gue nous avons retenu.

A l'aide d'un test de Wilcoxon, nous avons objectivé une différence (cf figure
29) significative d’excrétion parasitaire selon la saison. Ainsi, on observe une excrétion

parasitaire plus élevée en autonme qu’en hiver (pvalue=0,05).

4000

3000
o @0

Nombre d'oeufs {opg)
2000

1000

0
L

T T
Automne Hiver

Saison

Figure 29 : Influence de la saison sur I'excrétion de SGI chez les chevreuils

2.2. ESPECES DE PARASITES PRESENTES CHEZ LES MOUTONS ET LES CHEVREUILS DANS
LES CANTON D’AURIGNAC

Les figures 30 et 31 (ci-derriere) représentent le némabiome des chevreuils et

des ovins échantillonnés dans le canton d’Aurignac. |l est issu de I'étude des

séquences ITS-2 des strongles gastro intestinaux, réalisée par l'université de Calgary

au Canada.
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Pour les élevages de moutons de M1 a M8, chaque barre représente un
mélange de féces de I'élevage en question. Pour les chevreuils, chaque barre
représente un individu qui a été assigné ou non a un élevage d’ovins selon sa distance
géographique de I'exploitation. Le groupe de chevreuils « C » représente les
chevreuils qui nont été assignés a aucun élevage de moutons. Le dernier groupe de
chevreuil « captured » correspond aux féces récupérées lors des captures de
chevreuils réalisées par le CEFS-INRAE. Ces deux groupes sont « sans contact »
avec des élevages d’ovins. Les chevreuils des groupes « M1 » a « M8 » représentent

les chevreuils « en contact » avec les élevages d’ovins correspondants.

Les différentes colonnes montrent I'abondance relative de chacune des

espéces de NGI pour chaque individu ou chaque mélange.

Au total, 18 genres ou espéces de SGI ont été retrouvés dans les échantillons
de féces, chevreuils et moutons confondus. Chez les chevreuils, 2,90 espéces/genres
de SGI par individu ont été identifies (min = 1 ; max = 7). Chez les moutons, une
diversité d’especes plus importante a pu étre mise en évidence dans chacun des
échantillons : en moyenne, 7,1 espéces/genres de SGI ont été retrouvés dans chacun
des mélanges de feces réalisés (min = 2 pour I'élevage « M4 » ; max = 10 pour
I'élevage « M6 »). Sil'on s’intéresse au nombre d’espéces/genres de SGI par élevage,
I'élevage « M7 » est celui ou la diversité d’espéces identifiées est la plus faible
(moyenne = 4) et, a linverse, I'élevage « M6 » est celui qui présente la diversité

d’especes la plus importante (moyenne = 9,5).

En outre, les espéces les plus fréquemment identifiées chez les chevreuils et
les moutons confondus sont H. contortus et T. axei. Chez les chevreuils, H. contortus
et T. axei sont retrouvés dans respectivement 54 et 57 échantillons et ils sont identifiés
dans tous les élevages de moutons. De plus, on remarque que, chez les chevreuils,
les quatres autres especes les plus souvent rencontrées derriere H. contortus et T.
axei sont Oesophagostomum venulosum, S. spiculoptera, O. leptospicularis et

Trichostrongylus spp. (identifiées dans respectivement 27, 24, 21 et 20 échantillons).

Chez les ovins, les especes prédominantes derriere H. contortus et T.axei sont
C. curticei, C. fuelleborni, Cooperia spp., T. circumcincta et T. colubriformis (identifiés

dans respectivement 18, 18, 19, 17 et 18 échantillons).

Enfin, le tableau 9 est une synthése des différents résultats obtenus.
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Figure 30 : Fréquence relative des espéces de strongles gastro-intestinaux dans les élevages d’ovins et chez les chevreuils « en contact » avec ces élevages d’ovins

DS = Domestic Sheep et RD = Roe Deer (Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et USMB d’apreés Elisabeth Redman — University of Calgary)
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Figure 31 : Fréquence relative des espéces de strongles gastro-intestinaux chez les chevreuils « sans contact » avec les élevages d’ovins

Les chevreuils notés « C » sont les chevreuils dont les féces ont été ramassées et dont les domaines vitaux n’intersectaient aucun élevage de moutons, ils sont
considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins.

Les chevreuils notés « Captured » correspond aux chevreuils dont les feces ont été récupérées lors des captures réalisées par le CEFS — INRAe et qui sont
considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins. (Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et USMB d’apreés
Elisabeth Redman — University of Calgary)
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2.2.1. Espeéces de SGI présentes majoritairement chez les chevreuils

Les principales espéces de strongles gastro-intestinaux identifi€es uniquement
chez les chevreuils sont Ostertagia leptospicularis, Ostertagia ostertagi,

Spiculoptertagia spiculoptera et Trichostrongylus spp.

O. leptospicularis est retrouvé chez 26% des chevreuils échantillonnés (22% et
30% chez les chevreuils avec et sans contact avec des ovins, respectivement). Chez
les individus ou O. leptospicularis a été identifié, 'abondance relative moyenne est

d’environ 7% (min = 0% ; max = 75%).

S. spiculoptera a une prévalence égale a 30% chez les chevreuils (25% et 36%
chez les chevreuils avec et sans contact avec des ovins, respectivement). Son

abondance relative moyenne est d’environ 4% (min = 0% ; max = 66%).

De plus, dans un tiers des échantillons ou S. spiculoptera est retrouvé, on
identifie aussi O. leptospicularis.

Les strongles du genre Trichostrongylus spp. sont, eux, identifiés chez 24% des
chevreuils avec une abondance relative moyenne de 5,4% (min = 0% ; max = 100%).
Leur prévalence chez les chevreuils avec et sans contact avec des moutons est

respectivement de 18% et 33%.

O. ostertagi est, lui, retrouvé chez relativement peu d’individus (6%), avec une

abondance relative moyenne faible autour de 1% (min = 0% ; max = 41%).

Enfin, trois especes sont identifiées chez un nombre anecdotique d’individus
avec des abondances relatives moyennes trés faibles : Cystocaulus ocreatus,
Protostrongylidae spp. et Varestrongylus capreoli.
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2.2.2.  Espeéces de SGI présentes majoritairement chez les moutons

Plusieurs especes de strongles gastro-intestinaux ont été identifiées

principalement chez les moutons et de fagon anecdotique chez les chevreuils.

C’est le cas de Cooperia curticei et Cooperia fuelleborni, qui ont été retrouvés
dans 86% des mélanges de féces réalisés et dans quasiment tous les élevages d’ovins
(excepté « M7 »). L’abondance relative moyenne de C. curticei chez les moutons est
de 15% (min = 0% ; max = 47%) ; elle est relativement faible pour C. fuelleborni (moins
de 10% ; min = 0% ; max = 22%).

C. curticei et C. fuelleborni ont une prévalence globale chez les chevreuils
inférieure a 5% avec des abondances relatives proches de zéro. On remarque
cependant que ces deux espéces de SGI ne sont retrouvées que chez des chevreuils
« en contact » avec des élevages d’ovins, avec des prévalences respectives de 8% et
4%.

De méme, Cooperia spp. a une prévalence forte chez les moutons (90%), avec
une abondance relative moyenne faible de 4% (min = 0% ; max = 11%). lls ne sont
retrouvés que chez des chevreuils «en contact» avec des élevages d’ovins
(prévalence globale de 3,7% et prévalence chez les chevreuils « en contact » de
6,1%). L’abondance relative moyenne chez les chevreuils est trés faible (<1%, min =
0% et max = 0,8%).

Teladorsagia circumcincta est détecté dans les trois-quarts des mélanges de
féces d’ovins, avec une abondance relative moyenne de 13% (min = 0 ; max = 49%),

sauf pour ceux de I'élevages “M4”.

T. circumcincta est aussi identifié chez un faible nombre de chevreuils (7%),
avec une abondance relative moyenne inférieure a 5% (min = 0% ; max = 88%). On
remarque également que T. circumcincta est retrouvé uniqguement chez les chevreuils
« en contact » avec des élevages d’ovins (prévalence de 12%), notamment chez des

individus proches des élevages « M6 » et « M7 ».
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De méme, Trichostrongylus colubriformis est surtout identifié chez les moutons
(prévalence = 86%), avec une abondance relative moyenne de 13% (min = 0% ; max
=51%). Il est retrouveé dans tous les élevages d’ovins mais chez uniquement 10% des
chevreuils. Cependant, T. colubriformis n’est présent que chez des chevreuils « en
contact » avec des élevages d’ovins, avec une prévalence de 16%, et notamment chez
des individus proches des élevages « M4 », « M5 », « M6 » et « M7 ». L’abondance

relative moyenne est faible autour de 1% (min = 0 ; max = 16%)).

En conclusion, C. curticei, C. fuelleborni, Cooperia spp., T.circumcincta et T.
colubriformis sont identifiés principalement chez les moutons mais aussi chez les
chevreuils, avec cependant des prévalences et des abondances relatives plus faibles
que chez les ovins. De plus, nous remargquons que, chez les cervidés, ces quatre
especes de SGI sont retrouvées uniquement chez des chevreuils « en contact » avec

des élevages d’ovins.

Enfin, Charbertia ovina et Bunostomum trigonocephalum sont uniquement

identifiés chez les ovins mais avec des abondances relatives moyennes faibles (<1%).
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2.2.3. Espeéces de SGI présentes a des niveaux comparables chez les ovins et les
chevreuils

Trois especes de strongles sont identifiees avec des prévalences relativement

proches chez les ovins et les chevreuils : Haemonchus contortus, Trichostrongylus axei

et Oesophagostomum venulosom.

2.2.3.1. Haemonchus contortus

H. contortus est présent dans tous les élevages d’ovins, avec une prévalence
globale de 90,5% et une abondance relative moyenne de 31% (min = 0% et max =
75%). Concernant les chevreuils, H. contortus a été identifié dans plus de la moitié des
échantillons avec une prévalence globale de 65,9%. De plus, on remarque qu’H.
contortus a été mis en évidence autant chez les chevreuils « en contact » et « sans
contact » avec des ovins, avec des prévalences respectives de 65,3% et 66,7%.
L’abondance relative moyenne globale chez les chevreuils est de 47% (min = 0% et
max = 100%), et elle est comparable chez les cervides « avec contact » et « sans

contact » avec des moutons (respectivement 44% et 50%).

Afin d’estimer la transmission de ce parasite entre ovins et chevreuils, la
présence d’H. contortus chez la population de chevreuils en contact avec les élevages
d’ovins a été comparée a celle hors contact, a I'aide d’'un modéle linéaire généralisé

avec une distribution binomiale.

Le modele liénaire généralisé (presencehaemonchus~contact_elevage) n’a
pas montré d’influence du contact des chevreuils avec des ovins domestiques sur la

présence d’H. contortus (pvalue = 0,7).
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2.2.3.2. Trichostrongylus axei et Oesophagostomum venulosum

T. axei est retrouvé dans tous les groupes de chevreuils formés avec une
prévalence de 69,5%. Comme pour H. contortus, on remarque que les prévalences de T.
axei entre les chevreuils « avec contact » et « sans contact » avec des ovins sont
extrémement proches (respectivement de 67,3% et de 69,7%). T. axei est aussi mis en
évidence dans quasiment tous les élevages de moutons échantillonnés (sauf “M7”), avec
une prévalence de 85,7%. Les abondances relatives moyennes pour T.axei sont
respectivement de 30% (min = 0%; max = 100%) et de 14% (min = 0%; max = 34%) pour

les chevreuils et les ovins.

O. venulosum est aussi présent a des prévalences comparables chez les ovins
et les chevreuils (respectivement a 43% et 33%), tout comme les abondances relatives
moyennes (<5%).

Enfin, Trichostrongylus vitrinus est faiblement présent chez les ovins et les
chevreuils, avec des prévalences respectives de 9,5% et 2,4%. Pour les chevreuils, on
remarque que T. vitrinus n’est identifié que chez des chevreuils « avec contact » avec des
élevages d’ovins (prévalence de 4,1%). Que ce soit chez les chevreuils ou les moutons,

I'abondance relative moyenne de T. vitrinus est faible (<1%).

2.2.4. Synthése

Le tableau 9 ci-dessous regroupe tous les résultats exposés précédemment. |l
rapporte toutes les espéces mises en évidence par I'étude des séquences ITS-2 des

strongles gastro intestinaux, réalisée par I'université de Calgary au Canada.
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Abondance

vitrinus

Prévalence Prévalence Prévalence Abondance relative
. Présence chez | Présence chez les . chevreuils chevreuils | Prévalence relative
Espece de NGI : chevreuils moyenne
les chevreuils ? moutons ? « sans «avec moutons moyenne 0
globale ; moutons en %
contact » contact » chevreuils en % .
(min — max)
Cystocaulus ocreatus Présence Absence 2,4 0,0 4,1 0,0 <1% 0,0
CHEEgE Présence Absence 25,6 30,3 22,4 0,0 6,8 0,0
leptospicularis
Ostertagia ostertagi Présence Absence 6,1 9,1 4,1 0,0 1,1 0,0
PrOtOStggggy“dae Présence Absence 2,4 0,0 4,1 0,0 <1% 0,0
SR Présence Absence 29,3 36,4 24,5 0,0 38 0,0
spiculoptera
Trichostrongylus spp Présence Présence 24,4 33,3 18,4 9,5 5,4 <1%
Yelresirelg il Présence Absence 1,2 0,0 2,0 0,0 <1% 0,0
capreoli
Bunostomum Absence Présence 0,0 0,0 0,0 4,8 0,0 <1%
trigonocephalum
Chabertia ovina Absence Présence 0,0 0,0 0,0 42,9 0,0 1,3
Cooperia spp. Présence Présence 3,7 0,0 6,1 90,5 <1% 4,2
Cooperia curticei Présence Présence 4,9 0,0 8,2 85,7 <1% 15,1
Cooperia fuelleborni Présence Présence 2,4 0,0 4,1 85,7 <1% 7,6
USRIl Présence Présence 7,3 0,0 12,2 71,4 2,4 12,9
circumcincta
ezl Présence Présence 9,8 0,0 16,3 85,7 1,1 12,6
colubriformis
FECmEnenLE Présence Présence 65,9 66,7 65,3 90,5 46,7 30,8
contortus
e Présence Présence 32,9 39,4 28,6 429 3,1 <1%
venulosum
Trichostrongylus axei Présence Présence 69,5 69,7 67,3 85,7 29,2 14,3
Ve ey Présence Présence 2,4 0,0 4,1 9,5 <1% <1%

Tableau 9 : Synthése des résultats (En vert = espéces présentes exclusivement chez les chevreuils ; en rouge = espéces présentes en majorité chez les ovins ; en bleu =
espéeces présentes a des niveaux comparables chez les ovins et les chevreuil)
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2.3. LA PRESENCE DE STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX RESISTANTS AUX
BENZIMIDAZOLES CHEZ OVIS ARIES ET CAPREOLUS CAPREOLUS DANS LE CANTON
D’AURIGNAC

2.3.1. Lecture des résultats

Les figures 30, 31, 33 et 34 sont issues des résultats du séquencage haut-débit
du géne de l'isotype 1 codant pour la béta-tubuline des strongles gastro intestinaux, a
partir des féces de moutons et de chevreuils récoltés dans le canton d’Aurignac, réalisé

par 'université de Calgary au Canada.

Les figures 30 et 31 concernent uniquement H. contortus et les figures 33 et 34
concernent T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei. Les mutations
majoritaires chez ces quatres espéeces étant identiques, les résultats ont été regroupés

dans les mémes figures.

Chaque barre représente I'abondance relative de chacune des mutations

recherchées.

2.3.2. Présence d’Haemonchus contortus résistants aux benzimidazoles

2.3.2.1. Chez les moutons

Des mutations ponctuelles sur un acide aminé du géne codant pour l'isotype 1
de la B-tubuline des H. contortus ont été retrouvées dans tous les élevages de moutons

échantillonnés, méme si deux tendances sont observables.

Pour les élevages “M6” et “M7”, la proportion relative d’'H. contortus ne
possédant pas de géne de résistance aux benzimidazole est forte avec, pour chacun
des élevages, plus de 70% des copies du gene conférant une sensibilité aux

benzimidazoles chez les H. contortus.

A Tinverse, pour les élevages “M1”, “M2”, “M4”, “M3” et “M8”, I'abondance
relative de copies du géne de l'isotype 1 de la B-tubuline ayant une mutation ponctuelle

conférant une résistance aux benzimidazoles chez H. contortus est > 90%.
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2.3.2.2. Chez les chevreuils

2.2.2.2.1. Prévalences

La prévalence globale de chevreuils hébergeant des H. contortus porteurs du
du géne de lisotype 1 de la B-tubuline ayant une mutation ponctuelle conférant une
résistance aux benzimidazoles est de 39,3%. On remarque que cette prévalence est
plus importante chez les chevreuils considérés comme étant « en contact » avec les
élevages d’ovins par rapport a ceux « sans contact » (respectivement 62,9% et
12,5%).

Le tableau 10 ci-dessous rapporte les principales données chez les chevreuils
concernant les prévalences et les abondances des copies du géne de I'isotype 1 de la
B-tubuline ayant une mutation ponctuelle conférant une résistance aux benzimidazoles

chez H.contortus.

Prévalence (%) | Abondance (%)

Chevreuil globale

(N=51) 39,3 8,7
Chevreuil "sans contact"

(N=24) 12,5 15
Chevreuil "avec contact 62.9 15.8

(N=27)

Tableau 10 : Prévalences et abondances de copies du géne de l'isotype 1 de la B-tubuline ayant une
mutation ponctuelle conférant une résistance aux benzimidazoles chez H. contortus

De plus, nous remarquons que lI'abondance de copies de génes chez les
chevreuils hébergeant des H. contortus conférant une résistance aux benzimidazoles
est trés variable d’'un échantillon a un autre. En moyenne, le pourcentage de copies
de génes conférant une résistance aux benzimidazoles chez les chevreuils est faible
(<10% ; min = 1% ; max = 100%). On peut cependant observer que I'abondance
relative moyenne de copies de géenes conférant une résistance aux benzimidazoles
est plus élevée chez les chevreuils qui sont « en contact » avec les élevages de

moutons que ceux « sans contact » (respectivement 15,8% et 1,5%).
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Figure 32 : bars plots des élevages d’ovins et des chevreuils en contact avec ces élevages, représentant 'abondance relative de chacune des mutations d’H. contortus pour

chaque échantillon

DS = Domestic Sheep = moutons domestiques et RD = Roe Deer = chevreulils ;

Aucune couleur = aucune séquence de béta-tubuline détectée ou absence d’H. contortus dans I'échantillon ;

NA = séquence de béta-tubuline détectée mais non analysable. (Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et

USMB d’apres Elisabeth Redman — University of Calgary)
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Figure 33 : bars plots des deux groupes de chevreuils considérés comme "sans contact" avec un élevage d'ovin, représentant 'abondance relative de
chacune des mutations d’H. contortus pour chaque échantillon

Aucune couleur = aucune séquence de béta-tubuline détectée et NA = séquence de béta-tubuline détectée mais non analysable

Les chevreuils notés « C » sont les chevreuils dont les feces ont été ramassées et dont les domaines vitaux n’intersectaient aucun élevage de
moutons, ils sont considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins.

Les chevreuils notés « Captured » correspond aux chevreuils dont les féces ont été récupérées lors des captures réalisées par le CEFS — INRAe et
qui sont considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins. (Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et USMB
d’apres Elisabeth Redman — University of Calgary)
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2.2.2.2.2. Modele statistique

Nous avons considéré un chevreuil comme porteur d’H. contortus résistant aux
benzimidazoles a partir du moment ou la proportion d’H. contortus avec une mutation
ponctuelle sur le géne codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline était strictement
supérieur a 0%. A l'inverse, un individu est considéré sensible aux benzimidazoles si
100% des H. contortus présents ne possede aucune mutation ponctuelle sur le géne

codant pour l'isotype 1 de la B-tubuline.

La figure 32 illustre les résultats exposés dans le tableau 10 : il semblerait qu’il
y a plus d’H. contortus résistants aux benzimidazoles chez les chevreuils «en
contact » avec les élevages d’ovins par rapport aux individus « sans contact »

(respectivement 62% et 12%).

Le modéle presencehaemonchusresistant~contact_elevage a montré un AIC
plus bas que celui du modele nul (AAIC = 23,52). Selon le modele, les chevreuils « en
contact » avec les élevages d’ovins ont une probabilité plus élevée de porter des H.
contortus possédant des genes de résistance pour les benzimidazoles que les

chevreuils « sans contact » (pvalue = 0,008) (cf figure 34).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Echantillons "sans contact" avec Echantillons "avec contact" avec
élevage d'ovins (N=24) élevage d'ovins (N=51)

m présence H. contortus résistant m absence H. contortus résistant

Figure 34 : Comparaison des pourcentages de genes de l'isotype 1 de la B-tubuline conférant une
résistance (présence) ou une sensibilité (absence) aux benzimidazoles chez les H. contortus isolés
dans des populations de chevreuils en contact ou non avec des prairies d’ovins
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2.3.2.3. Mutations ponctuelles présentes

On s’intéresse maintenant a la population d’H. contortortus possédant des
copies de gene de l'isotype 1 de la B-tubuline leur conférant une résistance. Quatre
mutations ponctuelles différentes ont été mises en évidences : 167Y, 200Y, 198G et
198A (cf figure 34).

La prévalence et 'abondance relative moyenne des différentes mutations dans
les échantillons ou des H. contortus porteurs de géenes conférant une résistance aux

benzimidazoles est rapportée dans le tableau 11 ci-dessous :

167Y 200Y 198G 198A

Prévalence des mutations chez les H.
contortus résistants isolés chez les 5 75 25 40
chevreuils (%)

Abondance relative moyenne chez les
H. contortus résistants isolés chez les <1 4,7 <1 12,4
chevreuils (%)

Prévalence des mutations chez les H.
contortus résistants isolés chez les 14 36 7 100
ovins (%)

Abondance relative moyenne chez les
H. contortus résistants isolés chez les 1,6 4,6 <1 57,3
ovins (%)

Tableau 11 : Prévalence et abondance relative moyenne des différentes mutations présentes chez
Haemonchus contortus chez les ovins et les chevreuils

On remarque que, chez les chevreuils, la mutation chez les H. contortus
résistants isolés la plus présente est la mutation 200Y. Chez les ovins, la mutation
chez les H. contortus résistants isolés la plus présente est la mutation 198A. Cette
derniere est présente dans tous les échantillons ou des H. contortus résistants ont été

mis en évidence chez les moutons.
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De plus, on remarque aussi que, sur les trois échantillons « sans contact » avec
des élevages ovins ou des copies de genes de résistance aux benzimidazoles ont été
mis en évidence, il n’y a que la mutation 200Y qui est présente et en faible quantité
(<10%). Les mutations 167Y, 198G et 198A n’ont été mises en évidence que dans des

échantillons provenant de chevreuils « en contact » avec des élevages d’ovins.

Enfin, la présence d’une mutation dans un élevage d’ovins n’est pas toujours
corrélée a une présence dans les féces de chevreuils a proximité. Par exemple, pour
I'élevage « M1 », la mutation 198A est présente a la fois chez les moutons et chez les
chevreuils a proximité mais les mutations 198G et 200Y sont uniguement retrouvées

chez les chevreuils.

De plus, on observe que les abondances relatives des copies de génes des
différentes mutations sont faibles chez les chevreuils. Chez les ovins, la mutation la

plus représentée en termes d’abondance est la mutation 198A (57,3%).

2.3.3.  Autres especes de SGI et résistances aux benzimidazoles

La résistance aux benzimidazoles a aussi été étudiée chez quatre autres
espéces de strongles : T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei. Elles
représentent les especes de SGI les plus étudiées et sur lesquelles des données sur

les résistances aux benzimidazoles sont connnues.

2.3.3.1. Chez les moutons

Des mutations ponctuelles sur un nucléotide du géne codant pour I'isotype 1 de
la B-tubuline chez T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei ont été
retrouvées dans tous les élevages de moutons échantillonnés. Dans la plupart des
meélanges ou des sequences de béta-tubuline ont été détectées (soit 90% des mélange
réalisés), 'abondance relative des mutations ponctuelles est tres élevée (entre 80 et
100% ; cf figure 32).
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2.3.3.2. Chez les chevreuils

2.2.3.1. Prévalences

La prévalence globale de chevreuils hébergeant des T. circumcincta, T. axeli, T.
colubriformis et C. curticei porteurs du du géne de I'isotype 1 de la B-tubuline (cf figure
35) ayant une mutation ponctuelle conférant une résistance aux benzimidazoles est
de 76,5%. On remarque que, contrairement a ce qui se passe pour H. contortus, la
prévalence de copies du gene conférant une résistance aux benzimidazoles chez T.
circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei est du méme ordre de grandeur
chez les chevreuils considérés comme étant « en contact » et « sans contact » avec

les élevages d’ovins (respectivement 84,6% et 65,5%).

De plus, 'abondance relative moyenne de copies du géne de I'isotype 1 de la
B-tubuline ayant une mutation ponctuelle conférant une résistance aux benzimidazoles
est plus élevée que pour H. contortus (respectivement 33,3% et 8,7%). On observe
également que l'abondance relative moyenne pour les mutations conférant une
résistance est trois fois plus élevée chez les chevreuils « avec contact » que ceux

« sans contact » avec les élevages d’ovins (respectivement 46,5% et 15,5%).

Le tableau 12 ci-dessous rapporte les principales données chez les chevreuils
concernant les prévalences et les abondances relatives moyennes des copies du géne
de I'isotype 1 de la B-tubuline ayant une mutation ponctuelle conférant une résistance

ou une sensibilité aux benzimidazoles chez T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis

et C. curticei.
Prévalence (%) | Abondance (%)
Chevreuil globale (N=68) 76,5 33,3
Chevreuil "sans contact"
(N=29) 65,5 15,5
Chevreuil "avec contact 84.6 46.5

(N=39)

Tableau 12 : Prévalences et abondances de copies du géene de l'isotype 1 de la B-tubuline ayant une
mutation ponctuelle conférant une résistance aux benzimidazoles chez T. circumcincta, T. axei, T.
colubriformis et C. curticei
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Figure 35 : bars plots des élevages d’ovins et des chevreuils « en contact » avec ces élevages, représentant 'abondance relative de chacune
des mutations chez T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei pour chaque échantillon
DS = Domestic Sheep = moutons domestiques et RD = Roe Deer = chevreuils ; . 188L_TTA/CTA
Aucune couleur = aucune séquence de béta-tubuline détectée et NA = séquence de béta-tubuline détectée mais non analysable . 167Y_TAC
(Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et USMB d’aprés Elisabeth Redman — University of Calgary) S00Y TAC
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Figure 36 : bars plots des deux groupes de chevreuils considérés comme "sans contact" avec un
élevage d'ovin, représentant I'abondance relative de chacune des mutations d’H. contortus pour
chaque échantillon (Captured = chevreuils capturés

Aucune couleur = aucune séquence de béta-tubuline détectée et NA = séquence de béta-tubuline détectée mais non analysable

Les chevreuils notés « C » sont les chevreuils dont les feces ont été ramassées et dont les domaines vitaux n’intersectaient aucun élevage de moutons,
ils sont considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins.

Les chevreuils notés « Captured » correspond aux chevreuils dont les feces ont été récupérées lors des captures réalisées par le CEFS — INRAe et
qui sont considérés comme « sans contact » avec des élevages d’ovins. (Source : Camille Beaumelle- VetAgro Sup, UMR CNRS 5558 — LBBE, et USMB
d’apreés Elisabeth Redman — University of Calgary)
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2.2.3.2. Modéle statistique

Comme pour H. contortus, nous avons considéré un chevreuil comme porteur
de T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei résistants aux benzimidazoles
a partir du moment ou la proportion de strongles avec une mutation ponctuelle sur le
géne codant pour I'isotype 1 de la B-tubuline était strictement supérieure a 0% (variable
= resistanceautres). A l'inverse, un individu est considéré sensible aux benzimidazoles
si 100% des T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei présents ne
posséde aucune mutation ponctuelle sur le géne codant pour lisotype 1 de la B-

tubuline.

Le modéle resistanceautres~contact_elevage n’a pas montré de différence
significative entre les populations de chevreuils « en contact » avec les élevages

d’ovins et ceux « sans contact » (pvalue = 0,7).

2.3.3.3. Mutations présentes

Chez T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei, trois mutations
ponctuelles différentes sur le géne codant pour I'isotype 1 de la B-tubuline (cf figure
36) a l'origine d’une résistance aux benzimidazoles ont été mises en évidences : 167Y,
198L et 200Y.

On remarque clairement que, chez les chevreuils et les ovins, la mutation chez
T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei résistants isolés la plus présente
est la mutation 200Y (prévalence = 100% chez les ovins et les cervidés). L’abondance
relative moyenne de la mutation 200Y est élévée chez les moutons et moyenne chez
les chevreuils (respectivement 92% et 42,5%). Les deux autres mutation 167Y et 198L

sont présentes de facon anecdotique chez les chevreuils et les ovins.

La prévalence et les abondances relatives moyennes des différentes mutations
dans les échantillons ou T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei porteurs
de génes conférant une résistance aux benzimidazoles chez les ovins et les chevreuils

sont rapportées dans le tableau 13 ci-dessous.
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167Y 200Y 198L

Prévalence des mutations chez T.
circumcincta, T. axel, T.

colubriformis et C.curticei 5 100 2

résistants isolés chez les
chevreuils (%)

Abondance relative moyenne des
mutations chez T. circumcincta, T.
axei, T. colubriformis et C.curticei <1 42,5 <1
résistants isolés chez les
chevreuils (%)

Prévalence des mutations chez T.
circumcincta, T. axel, T.

colubriformis et C.curticei 0 100 1

résistants isolés chez les
moutons (%)

Abondance relative moyenne des

mutations chez T. circumcincta, T.

axei, T. colubriformis et C.curticei 0 92 1,5

résistants isolés chez les
moutons (%)

Tableau 13 : Prévalence et abondances relatives moyennes des différentes mutations présentes chez
T. circumcincta, T. axei, T.s colubriformis et C. curticei chez les ovins et les chevreuils
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3. DiscussioN

3.1. MISE EN EVIDENCE DE RESISTANCES AUX BENZIMIDAZOLES DANS LES ELEVAGES
D’OVINS ECHANTILLONNES

3.1.1.  Especes de strongles présentes chez Ovis aries dans le canton d’Aurignac

Les espéces majoritaires chez les moutons des élevages échantillonnés sont
T. circumcincta, T. colubriformis et H. contortus. Cela est en accord avec d’autres
études menées sur I'helminthofaune des ovins en France, puisque ces trois espéeces
de SGI représentent a elles seules 95% de la charge parasitaire globale en strongles
en France (Cabaret, 2004).

De méme, C. curticei est présent dans quasiment tous les élevages de
moutons, ce qui n’est pas étonnant du fait de sa prévalence non négligeable dans les

élevages ovins sur le territoire francais. (Cabaret, 2004).

Enfin, on pourrait s’attendre a ce que des élevages qui possédent des
paturages accolés partagent les mémes especes de strongles. Ce n’est pourtant pas
le cas pour les élevages « M2 » et « M7 » (cf figure 17) : en effet, les ovins de « M7 »
sont principalement infestés par H. contortus et T. circumcincta alors que chez « M2
», il y a une hétérogénéité d’espéces plus marquée. On peut mettre ces résultats en
lien avec les excrétions parasitaires observées dans ces deux élevages : I'élevage
« M2 » estI'élevage ou la plus forte excrétion parasitaire a été observée, pouvant ainsi
étre expliquée une hétérogénéité d’espéces plus importante. Il est important de
souligner que les ovins de cet élevage étaient soumis a un traitement anthelminthique
au moment de I'échantillonnage (moxidectine longue action) (cf tableau 6) : la forte
excrétion parasitaire retrouvée peut supposer l'existence de SGI résistants aux
lactones macrocycliques dans cet élevage. Dans l'élevage « M7 », des excrétions
parasitaires plus faibles ont été observées, pouvant ainsi expliquer par la faible

hétérogénéitée d’espéces retrouvées.
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3.1.2.  Traitements et résistances aux anthelmintiques dans les élevages d’ovins

Sur les huit élevages de moutons échantillonnés, seuls quatre ont utilisé des
benzimidazoles dans I'année précédant les prélevements coprologiques : il s’agit de «
M1 », « M4 », « M6 » et « M8 ». Cependant, des résistances aux benzimidazoles ont
été observés dans tous les élevages.

Plusieurs hypotheses sont alors possibles quant a la présence de résistance

dans les élevages « M2 », « M5 » et « M7 ».

D’abord, Silvestre et Humbert (2002) ont démontré la présence d’alleles preé-
existants conférant une résistance aux benzimidazoles dans les populations de
strongles, avant méme ['utilisation de benzimidazoles dans les élevages. Cela pourrait
en partie expliquer pourquoi des strongles avec des mutations ponctuelles sont
retrouvés dans ces élevages, méme si leur étude ne mettait pas en évidence de telles

proportions de parasites résistants.

De plus, nous avons des informations sur les traitements aux antiparasitaires
uniqguement sur 'année 2018. Etant donné qu’il n’existe, a priori, aucune réversion
possible de la résistance (cf partie 2 paragraphe 1.1), il est ainsi possible que des
strongles résistants aux benzimidazoles soient apparus dans les années qui ont
précédées les prélévements coprologiques suite a l'utilisation antérieure de ces

molécules et sont encore retrouvés aujourd’hui.

Enfin, une autre explication possible serait que la faune sauvage, notamment
les chevreuils, puissent faire office de vecteur de strongles résistants d’élevage en

élevage, comme suggéré par Chintoan-Uta et al (Chintoan-Uta et al., 2014).
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3.2. MISE EN EVIDENCE D’UNE INTERACTION ENTRE LES OVINS ET LES CHEVREUILS DANS
LE CANTON D’AURIGNAC

3.2.1.  Ostertagia leptospicularis et Spiculoptertagia spiculoptera, strongles
spécialistes du chevreull

D’aprés les résultats de notre étude, exposés dans le paragraphe 2.2.2, O.
leptospicularis et S. spiculoptera sont identifiés uniquement chez les chevreuils et
jamais chez les ovins. Or, comme défini dans la synthese bibliographique (paragraphe
2.1.1), ce sont des co-parasites spécialistes de la caillette des chevreuils,
freiguemment mis en évidence lors d’étude sur I'helminthofaune des Cervidés
(zaffaroni et al., 2000 ; Irvine et al., 2006 ; Pato et al., 2013). Cependant, la prévalence
des ces co-parasites est souvent plus importante que celle retrouvée ici : en effet, seul
30% des chevreuils échantillonnés a Aurignac hébergent ces deux espéces de
strongles, alors que leur prévalence peut parfois étre supérieure a 80% dans certaines
études (Zaffaroni et al., 2000).

Ainsi, malgré des prévalences plus faibles que celles retrouvées dans la
bibliographie, ces résultats sur la spécialisation stricte de O. leptospicularis et S.
spiculoptera pour les chevreuils dans le canton d’Aurignac sont en cohérence avec les

différentes études réalisées sur I’hnelminthofaune des chevreuils.

3.2.2.  Trichostrongylus colubriformis et Teladorsagia circumcincta, strongles
spécialistes des ovins et marqueurs d’échanges de SGI entre les chevreuils
et les ovins

T. circumcincta et T. colubriformis sont les deux principales espéces
spécialistes de strongles gastro-intestinaux des ovins (paragraphe 2.1.2). Cependant,
d’aprés les résultats exposés dans le paragraphe 2.2.3., ces deux especes sont
retrouvées, certes, dans quasiment tous les élevages de moutons échantillonnés mais
également chez un faible nombre de chevreuils (fréquence inférieure a 10% pour les
deux especes). Par ailleurs, ces deux especes de parasites ne sont identifiées que
chez des chevreuils ayant un contact avec des élevages de moutons, particulierement

chez des individus prélevés autour des élevages « M6 » et « M7 ».
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Toutefois, d’aprés Zaffaroni et al. (2000), si une espéce spécialiste d’un hote X
est retrouvée chez un hoéte Y appartenant a une autre espece que cet héte X, cela
indique presque certainement une interaction entre I'héte réservoir X et I'héte
occasionnel Y. En outre, dans notre étude, la présence de T. circumcincta et de T.
colubriformis uniquement chez des chevreuils a proximité des élevages de moutons
indique une trés probable interaction entre ces cervidés et les ovins dans le canton

d’Aurignac.

Enfin, méme s’ils ne sont présents qu’anecdotiquement chez les ovins,
Trichostrongylus vitrinus et Cooperia curticei sont, eux aussi des SGI spécialistes des
moutons. Cependant, ils sont également retrouvés chez quelques chevreuils en
contact avec des élevages de moutons. Encore une fois, cela montre une interaction

possible entre chevreuils et moutons dans la zone d’étude.

3.2.3.  Laforte présence de deux SGI généralistes, H. contortus et T. axei, chez
les ovins et les chevreuils dans le canton d’Aurignac

D’aprés les résultats exposés dans le paragraphe 2.2.4.1, H. contortus et T.
axei sont identifies a la fois chez les moutons et chez les chevreuils. Cela est
complétement en accord avec la bibliographie, puisque ce sont tous deux des
strongles généralistes, retrouvés fréquemment dans I'étude de I'’helminthofaune des

petits ruminants domestiques et des cervidés (cf partie 1, paragraphe 2.1.3).

De plus, dans cette étude, H. contortus et T. axei sont présents chez les
chevreuils avec des prévalences fortes (autour de 70%), qui sont plus de deux fois
supérieures a celles observées pour les deux strongles spécialistes des cervidés que
sont O. leptospicularis et S. spiculoptera (autour de 30%, cf paragraphe 3.1.1). Or,
d’aprés Zaffaroni et al. (2000), les strongles généralistes sont souvent observés chez
plusieurs hdtes, comme c’est le cas ici mais, normalement, jamais comme espéces
dominantes. Ainsi, dans notre étude, H. contortus et T. axei peuvent clairement étre
définis comme des especes de SGI dominantes dans le canton d’Aurignac, que ce soit

chez les moutons mais aussi chez les chevreuils.
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Une étude en cours sur I'helminthofaune des chevreuils de la forét de Trois
Fontaines (département de la Marne) et de la forét de Chizé (en Nouvelle Aquitaine),
qui bénéficient d’'un suivi de populations des cervidés depuis plus de 40 ans, montre
qu’O. leptospicularis et S. spiculoptera sont les deux especes de strongles dominantes
chez les chevreuils de ces deux zones d’étude. Or, une des grandes différences entre
Chizé et Trois-Fontaines par rapport au canton d’Aurignac, est 'absence totale d’ovins
dans ces deux foréts cloturées et donc I'absence de contacts et de partages de patures

entre ruminants domestiques et ruminants sauvages.

Enfin, H. contortus et T. axei ont été retrouvés a des prévalences similaires chez
les chevreuils « en contact » et « sans contact » avec des élevages d’ovins. Cela nous
permet de poser I'hypothése qu’une circulation de parasites entre les chevreuils se fait
dans le canton d’Aurignac, permettant ainsi une dispersion de ces parasites

généralistes dans la zone d’étude.

En conclusion, dans le canton d’Aurignac, la présence d’ovins a fortement modifié
I'helminthofaune des chevreuils. En effet, ici, les especes de SGI dominantes chez les
chevreuils sont deux strongles généralistes (H. contortus et T. axei), fréquentes en
élevage dovins, et les especes spécialistes (Ostertagia leptospicularis et
Spiculoptertagia spiculoptera) sont mises au second plan. Ainsi, cela conforte
I'hypothése mis en évidence dans le paragraphe 3.2.2 : dans le canton d’Aurignac, il
existe a priori un partage des patures entre les chevreuils et les moutons, permettant
ainsi une transmission de strongles gastro-intestinaux des ruminants domestiques

vers les ruminants sauvages.
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3.3. TRANSMISSION DE SGI RESISTANTS AUX BENZIMIDAZOLES ENTRE LES CHEVREUILS
ET LES MOUTONS DANS LE CANTON D’AURIGNAC

Nous venons de mettre en évidence une trés probable transmission de NGI
entre les chevreuils et les ovins dans le canton d’Aurignac. Cependant, certains de ces
strongles peuvent étre porteurs de mutations ponctuelles, a l'origine d’'une résistance
aux benzimidazoles et peuvent étres retrouvés ainsi chez les ruminants sauvages

comme les chevreuils.

3.3.1. Présence d’H. contortus résistants aux benzimidazoles chez les chevreuils

D’aprés Zaffaroni et al. (2000), les espéces de strongles généralistes sont les
plus importantes d’'un point de vue sanitaire car elles semblent pouvoir facilement

coloniser les différentes populations hétes avec lesquelles elles entrent en contact.

Les résultats exposés dans le paragraphe 2.3.1. montrent que des H. contortus
résistants aux benzimidazoles sont présents dans tous les élevages de moutons. En
outre, la variable « contact avec des élevages ovins » explique significativement la
présence ou I'absence d’H. contortus chez les chevreuils échantillonnés : en effet, on
observe une prévalence plus forte d’H. contortus résistants aux benzimidazoles chez
les chevreuils proches des élevages de moutons que chez les chevreuils considérés

comme n’ayant aucun contact avec les élevages.

Cependant, les ruminants sauvages ne sont pas soumis a des traitements
anthelminthiques, contrairement aux petits ruminants. Ainsi, la seule fagon pour les
chevreuils d’étre porteurs d’H. contortus résistants en proportion importante, comme
cela a été observé ici, est d’avoir été en contact avec d’autres animaux porteurs de
ces mémes strongles résistants lors d’un partage de patures. Ainsi, si nous corrélons
ceci avec ce que nous avons affirmé ci-dessus (paragraphe 3.2.3.), il semble que dans
le canton d’Aurignac, en plus d’échanges de NGI entre les ovins et les chevreuils, il y
aurait aussi une transmission de parasites résistants entre ruminants domestiques et

ruminants sauvages lors du partage de patures.

Ces résultats rejoignent ceux de I'étude de Nagy et al. (2017) dans le Sud-
Ouest de la Hongrie (cf Partie 2, paragraphe 3.1), qui met en évidence la présence
d’H. contortus homozygotes « RR » pour la mutation F200Y chez des chevreuils et
des ovins partageant les mémes patures. Les auteurs ont ainsi conclu, comme dans

notre étude, a une probable infection croisée entre les chevreuils et les moutons.
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3.3.2.  Reésistances aux benzimidazoles chez les autres especes de strongles
gastro-intestinaux

Les résultats exposés dans le paragraphe 2.3.2.1. montrent que des strongles
T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei résistants aux benzimidazoles
sont présents dans tous les élevages de moutons. En outre, la variable « contact avec
des élevages ovins » n’explique pas significativement la présence ou I'absence de ces
strongles résistants chez les chevreuils échantillonnés : en effet, on observe des
prévalences équivalentes de ces strongles résistants aux benzimidazoles chez les
chevreuils proches des élevages de moutons comme chez les chevreuils considérés
comme n’ayant aucun contact avec les élevages. Ces résultats vont a I'inverse de ceux

trouvés pour H. contortus (paragraphe 3.2.2.1).

Cependant, il apparait que T. axei est un nématode peu pathogéne et
généraliste, fréequemment présent dans 'abomasum des bovins (Charlier et al., 2020 ;
Hildreth, McKenzie, 2020). Ainsi, comme nous n’avons pas la distribution des
mutations ponctuelles pour chacune des quatre espéces, il se pourrait que ce soit T.
axei qui portent principalement les géenes de résistances aux benzimidazoles. La
variable « contact avec les élevages de moutons » non significative pourrait ainsi étre
expliquée par le fait que les SGI « autres » avec des mutations de résistance soient
plutbt apportées par les bovins : la forte présence d’élevages bovins sur le canton
d’Aurignac expliquerait ainsi les fortes prévalences de SGI « autres » résistants

observés.
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Ainsi, dans notre étude, nous avons pu mettre en évidence I'existence d’'un possible
échange d’Haemonchus contortus résistants aux benzimidazoles entre les chevreuils

et les moutons dans le canton d’Aurignac.

Alors que la transmission de strongles résistants des ovins aux chevreuils semble
évidente (car la faune sauvage n’est soumise a aucun traitement anthelminthique), le
réle des cervidés dans le sens inverse est soumis a plus d’incertitudes. En effet, deux
hypothéses principales ressortent dans le peu d’études réalisées sur les résistances

aux anthelminthiques chez les ongulés sauvages :

- Soit les chevreuils sont considérés comme potentiels réservoirs de strongles
résistants (et plus particulierement d’H. contortus ici dans notre étude), permettant
ainsi de nouvelles contaminations chez les ruminants domestiques, notamment chez
les ovins. Des expériences de « cross-infection » montrant la viabilité de strongles
résistants isolés de chevreuils chez les bovins et les ovins valide cette hypothese
(Chintoan-Uta et al., 2014).

- Soit les chevreuils sont considérés comme facteurs de dilution de résistance
chez les ruminants domestiques, en maintenant sur les patures des souches de SGI
majoritairement sensibles aux antiparasitaires. Cette hypothése est encouragée par la
faible prévalence de genes portant la mutation F200Y chez les H. contortus isolés chez

les chevreuils par rapport a celle retrouvée chez les ovins (Csivincsik et al. 2017).
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3.3.3. Les alleles de résistance présents chez les SGI des chevreuils et des ovins
dans le canton d’Aurignac

Dans notre étude, les principales mutations ponctuelles du gene codant pour
I'isotype 1 de la B-tubuline a 'origine d’'une résistance aux benzimidazoles mises en

évidences sont :

- Pour H. contortus : la mutation 198A et, dans une moindre mesure, la mutation
200Y
- Pour T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei : la mutation 200Y,

qui est tres prédominante.

Pour T. circumcincta, T. axei, T. colubriformis et C. curticei, ces résultats sont
cohérents avec la bibliographie (partie 2, paragraphe 1.3.2.1) : en effet, la mutation sur
le codon 200 est la plus présente quel que soit 'espéce de strongles étudiée. Ce n’est
cependant pas le cas pour H. contortus puisque c’est la mutation 198A qui a été

principalement mis en évidence.

D’autres mutations ont aussi été mises en évidence a des prévalences plus
faibles : 167Y, 198G et 198L. La mutation 198L a été observé pour la premiére fois il
y a quelques années et il a été prouvé qu’elle avait un réle dans la résistance aux
benzimidazoles chez les SGI. En revanche, a notre connaissance, la mutation 198G
(GAG>GGG) a pour le moment été mise en évidence uniquement chez des souches
de champignons (Botrytis cinerea) résistantes aux benzimidazoles. Dans notre étude,
elle a été observée uniquement chez H. contortus et majoritairement chez des

chevreuils.

Enfin, les mutations observées chez les SGI « autres » sont trés similaires entre
les ovins et les chevreuils : cela rejoint nos hypothéses sur la possible interaction entre

les deux especes d’hétes dans le canton d’Aurignac.
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3.4. LIMITES ET PERSPECTIVES DE L'ETUDE

La construction de la variable « contact » utilisée dans nos statistiques s’est
appuyée sur les résultats d’une intersection d’'un domaine vital (DV) potentiel de
chevreuils avec les prairies des élevages d’ovins. Des données sur les domaines
vitaux réels de chevreuils (Pellerin, 2005) montrent des variations annuelles et
saisonniéres de la taille des domaines vitaux. La forme des DV n’est pas circulaire
comme ceux de notre étude mais décrit davantage des « patatoides ». Ainsi, certains
échantillons, proches des élevages, ont quelque fois été placés « hors contact » alors
que la distance a I'élevage pouvait laisser penser a un éventuel passage sur les
prairies des ovins. L'utilisation d’'une variable continue de « distance aux élevages »

pourrait permettre de palier & ce probleme.

Une autre limite de I'étude est liée a I'échantillonnage. En effet, nous n’avons
ramassé que des échantillons écartés d’au moins deux métres les uns des autres,
mais nous ne pouvons pas avoir la certitude que certaines féces n’appartiennent pas

a un méme individu.

Le fait de trouver des strongles résistants aux benzimidazoles ne suffit pas a
dire que les traitements aux benzimidazoles dans les élevages d’ovins ne seraient pas
efficaces. Certes, le fait d’en trouver augmente la probabilité d’'un échec de traitement
mais pour en avoir la certitude, il faudrait réaliser des tests de réduction de comptage

dans les matiéeres fécales dans les différents élevages d’ovins étudiés.

Enfin, les élevages de bovins n'ont pas été pris en compte dans I'analyse de
nos résultats alors qu’il est connu que des parasites, en quantité inférieure par rapport
aux ovins, se transmettent a la faune sauvage : en effet, comme le montre la carte 6,
il y a une forte présence d’élevage bovins dans le canton d’Aurignac. Or, les bovins
peuvent héberger eux aussi des espéces généralistes comme T. axei notamment, et
ainsi transmettre des strongles résistants aux benzimidazoles et donc apporter un biais

aux résultats de notre étude.
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CONCLUSION

La résistance aux anthelminthiques est une problématique touchant tous les
continents : il est primordial de savoir détecter au plus tét ces résistances et d'avoir
toutes les connaissances nécessaires pour pouvoir endiguer ce phénomeéne. La faune
sauvage, et notamment les cervidés, semble avoir un réle non négligeable dans le
maintien et la propagation des strongles résistants aux anthelminthiques entre

différents élevages d'ovins.

Dans notre étude, nous avons pu démontrer un possible transfert de SGI
spécialistes tels que T. circumcincta et T. colubriformis des ovins vers les chevreuils,
montrant ainsi que, a la suite de l'utilisation des mémes paturages, un échange de
strongles est possible entre ruminants domestiques et sauvages. De plus, nous avons
pu mettre en évidence une forte présence de strongles généralistes tels que H.
contortus et T. axei a la fois chez les ovins et chez les chevreuils. Ces especes
généralistes représentent un double intérét car (1) elles impactent fortement les
élevages de petits ruminants de par leur pouvoir pathogéene, (2) elles ont une forte
capacité de propagation (espéce généraliste et prépondérante chez les ongulés
domestiques et sauvages).

Ainsi, dans notre étude, des individus de I'espéce H. contortus et d’autres
especes de strongles portant des mutations ponctuelles leur conférant une résistance
a la famille des benzimidazoles, ont été retrouvés en proportion importante dans des
féces de chevreuils proches des élevages d’ovins. Malgré certains biais, cette étude
montre la forte probabilité de transmission de strongles résistants des ovins vers les
chevreuils (car non soumis a des traitement anthelminthiques). Cependant, la
transmission inverse est plus délicate a prouver et le role des chevreuils dans la

dispersion de ces parasites n’est pas encore clairement défini.

Les résultats de cette étude ont montré qu’il y avait une probabilité plus élevée
de trouver des H. contortus résistants aux benzimidazoles chez les chevreuils en
contact avec des élevages d'ovins que ceux plus éloignés. Cependant, aucune
différence de simple présence d’H. contortus ou de T. axei n’a été observée entre des
chevreuils avec ou sans contact des élevages : cela permet de mettre en évidence

une bonne circulation de parasites entre les chevreuils dans le canton d’Aurignac.
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Ainsi, ces phénoménes d’échanges et de propagation de parasites sont
constamment en mouvement. Des résultats a un instant t ne suffisent pas a tirer des
conclusions définitives sur ces mécanismes. Il est indispensable d’effectuer un suivi a
long terme et le site d’Aurignac de par les premiers résultats que nous avons eus et le
suivi intensif des chevreuils réalisé par I'équipe du CEFS de I'INRAe en fait un

excellent site d’étude.

Cette étude réalisée dans le canton d’Aurignac fait partie d’'un plus grand projet
d’étude, ou il est question de comparer I'helminthofaune et la présence de SGI
résistants aux benzimidazoles entre des populations de chevreuils allopatriques, qui
n’ont aucun contact avec des élevages de ruminants domestiques (comme a Trois-
Fontaines et Chizé en France) et des populations de chevreuils sympatriques, qui sont
a proximité d’élevages de ruminants domestiques (comme celle de notre étude a
Aurignac) (Redman et al., 2020 ; Bourgoin et al., 2020).
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ANNEXES

Annexe 1 : Protocoles de vermifugations des élevages échantillonnés

Protocole vermifugation année 2018 - M1 -

A\ 4

Janvier 2018 :

HAPADEX® (Netobim)

A\ 4

Juillet 2018 :

CYDECTINE LA INJECTABLE®
(Moxidectine longue action)

Septembre 2018 :

CLOSAMECTIN® (lvermectine + Closantel)
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Protocole vermifugation année 2018 - M2 -

\ 4

Juillet 2018 :

CYDECTINE LA INJECTABLE®
(Moxidectine longue action)
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Protocole vermifugation année 2018 — M3 -

194

Septembre 2018 :

CYDECTINE ORAL 0,1%® (moxidectine)




Protocole vermifugation année 2018 - M4 -

A\ 4

Mai 2018 :

VALBENZEN®
(Albendazole)

Juin 2018 :

CYDECTINE LA INJECTABLE®
(Moxidectine longue action)

Septembre 2018 :

IVOMEC® (lvermectine)
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Protocole vermifugation année 2018 — M6 —

\ 4

Avril 2018 :

IVOMEC® (lvermectine)

196

A\ 4

Fin novembre 2018 :

HAPADEX® (Netobimin)




Protocole vermifugation année 2018 - M7 -

A 4

A\ 4

Juillet 2018 : Fin novembre 2018 :

CYDECTINE ORAL 0,1%°® DECTOMAX® (Doramectine)

(moxidectine)
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Protocole vermifugation année 2018 — M8 —

A\ 4

Avril 2018 :

HAPADEX® (Netobimin)

Aout 2018 :

CYDECTINE ORAL 0,1%®
(moxidectine)
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Annexe 2 : Protocole de capture de chevreuils par le CEFS de I'INRA (Sevila, 2015)

Préparation de la capture

La veille de la capture, le personnel du CEFS installe des perches et dispose
au pied de celles-ci des filets (environ 4 km, par panneau de 50m) de facon a préparer
la nasse ou seront pousseés les chevreuils le lendemain.

Capture

Le jour de la capture, le rendez-vous est en général fixé sur place vers 9h30.
Un agent du CEFS présente le déroulement des opérations, les roles de rabatteur et
capteur et donne les consignes de sécurité. Les participants constituent 2 groupes :
les rabatteurs et les capteurs.

Le but du rabat est de pousser les chevreuils vers les filets. Le rabat est
constitué par une ligne de personnes (les rabatteurs) qui se déplace en ordre,
lentement et bruyamment vers les filets sous la direction des responsables de ligne
(personnel CEFS qui veille au respect des consignes a savoir que les rabatteurs se
déplacent en ligne et uniformément répartis). Les rabatteurs sont amenés a franchir
des obstacles tels que ronciers, talus, fossés.

Les capteurs sont postés, seuls a intervalles réguliers le long des filets, plus
précisément entre le filet (a quelques métres) et avant la ligne de rabat. Ils doivent étre
trés patients et discrets et ne pas avoir peur d'intervenir lorsqu'un animal est capturé.

Le réle du capteur consiste a :

- Accrocher les filets au bout des perches avant la capture,

- Surveiller et attendre qu'un chevreuil se prenne dans un filet et, le cas échéant,
le contraindre, par la voie, a se diriger vers les filets.

- En cas de capture, il doit immobiliser le chevreuil et demander de l'aide aux
capteurs voisins, sortir le chevreuil du filet, le mettre dans une caisse de
contention (appelée sabot) et replacer le filet sur les perches dans l'attente
d'une autre capture.

- Avant la mise en sabot, un responsable administre une piqdre de tranquillisant
(acepromazine 0,3mL) dans la cuisse de I'animal. L’heure de la piglre est
indiquée a la craie sur le sabot. Le sabot est placé un peu en retrait de la ligne
de filet, a 'ombre et au calme. Le responsable le plus proche vérifie
régulierement que l'animal est bien couché dans le sabot et rempli le
guestionnaire comportemental indicateur de I'état d’agitation de I'animal.

A la fin de l'opération, I'ensemble des participants aide a ranger le matériel (perches,
filets, sabots). Les sabots contenant les chevreuils capturés sont transportés jusqu’a
un lieu central de marquage choisi pour sa tranquillité, son accessibilité et la présence
de refuges boisés ou les chevreuils peuvent se réfugier une fois libérés. L’heure, la
durée et la nature du transport (a pied ou en voiture) sont notés.
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La manipulation et le marquage

La manipulation et le marquage doivent étre réalisés dans le plus grand calme. Un
questionnaire comportemental indicateur de I'état d’agitation de I'animal est complété
pendant la manipulation et au laché.

Le sabot contenant I'animal est d’abord pesé.

Puis, trois personnes expérimentées sortent le chevreuil du sabot et le posent
sur la table de manipulation en le maintenant ferment au niveau de la téte, des
épaules et pattes avant, et des reins. Les yeux sont cachés par un tissu opaque.
L’heure de début de manipulation est notée.

Le sabot vide est pesé.

L’état général de I'animal est noté :

o Pour les méles : bois dur, velours, bourgeon, rien

o Pour les femelles : allaitante ou non

o Pour tous : état du pelage, blessures
Détermination de I'dge par examen de la dentition : faon (<l1an), yearling (1-2
ans) et adulte (2-4, 4-6, > 6).

Prélevements de :

o Morceaux de peau (analyses génétiques) ;

o Feces (crottes) pour déterminer le régime alimentaire et rechercher des

parasites,

o Sang (parasitologie, immunologie, biochimie)

o Tiques (pathogene)

o Sécrétion de la mugueuse vaginale (recherche de chlamydiose)
Mesures de la longueur de la patte postérieure avec une toise, du tour de cou
avec un metre ruban
Fixation d’'une marque auriculaire a chaque oreille qui sert d’identifiant unique
de l'animal a I'aide d’'une pince. Le n° identifiant généralement noté sur les
prélevements est le n° pair.

Placement d’'un collier G.P.S. ou V.H.F ; le bon fonctionnement du collier est
vérifié au préalable. Ses -caractéristiques techniques sont notées : n°,
fréquence, code couleur. L’aimant du VHF et, le cas échéant, du drop-off sont
retirés.

Si l'animal est légerement blessé, on effectue quelques soins désinfection,
cicatrisant, antibiotique local, suture légere.

L’animal est ensuite relaché et I'heure du laché est notée.

Le comportement de I'animal est noté a la l'aide de la fiche comportement durant
'ensemble des opérations.

200




Annexe 3: tableau représentant les différentes caractéristiques des mélanges

coprologiques réalisés pour I'étude du statut parasitaire des élevages de moutons

Nom de R Nombre de Nombre Nombre feces dans
‘e Nombre de tétes . , chacun des
I'élevage prélevements mélanges ,
mélange
M1 300 34 (>10%) 4 2x9 + 2x8
M2 250 27 4 3x7+1x6
M3 30 30 3 3x10
M4 250 21 3 3x7
M5 100 24 3 3x8
M6 18 18 3 3x6
M7 60 27 3 3x9
M8 30 30 3 3x10
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Annexe 4 : Script classification parcellaire pour créer la variable « vegetation »

library(readxl)

# install.packages("devtools")

# devtools::install_github("kassambara/r2excel")
# install.packages("devtools")

# devtools::install_github("kassambara/r2excel")

library("xIsx")
library("r2excel")
library(openxlsx)

setwd("C:/Users/Florence/Dropbox/thése chevreuils/Statistiques/Stat/en cours")

H###Chargement des données
donn <- read_excel("donntotal.xlsx", col_types = c("numeric",

"text", "text", "numeric", "numeric", "numeric",
"numeric", "numeric",
"numeric","numeric”,"numeric","numeric","text","text","numeric"))
tableaufinal<- read_excel("data_ech.xlsx", col_types = c("text",
"numeric", "text", "numeric", "numeric", "numeric",
"text", "numeric", "text"))
donn=data.frame(donn)
tableaufinal=data.frame(tableaufinal)
#subd=data.frame(subset(donn,donnSech=="C6_120219_12"))
listezoneculture=list("cereale","colza","soja","luzerne","jachere","autre
culture","tournesol","sorgho","jachere","vignes","legumineuse")

prairie naturelle")
" "parking","route","dependance ferme","bati","hors

patures=list("prairie artificielle",
zonesartificielles=list("depot chantier
zone","non releve","terre")
foretsetzoneseminaturelles=list("friche","foret",
enherbe","enclos","bati","parc arbore","haie")
eau="eau"

nn
nn

nn nmn

jardin","pelouse","bande

#cbind(tableaufinal,"%aire culture"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]),"%aire
pature"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]),"%aire zone
artificielle"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]),"%aire zone semi
naturelle"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]),"%aire eau"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]))

tableaufinalSpourcentaireculture=rep(0,dim(tableaufinal)[1])
tableaufinalSpourcentairepature=rep(0,dim(tableaufinal)[1])
tableaufinalSpourcentairezoneartificielle=rep(0,dim(tableaufinal)[1])
tableaufinalSpourcentaireseminaturelle=rep(0,dim(tableaufinal)[1])
tableaufinalSpourcentaireeau=rep(0,dim(tableaufinal)[1])
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# cbind(tableaufinal,"%aire pature"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]))

# cbind(tableaufinal,"%aire zone artificielle"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]))

# cbind(tableaufinal,"%aire zone semi naturelle"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]))
# cbind(tableaufinal,"%aire eau"=rep(0,dim(tableaufinal)[1]))

listenommms=list("listezoneculture","patures","zonesartificielles","foretsetzoneseminaturell

es","eau"

for(i in unique(donnSech)){
#subd=subset(donn,donnSech=="C6_120219_12")
subd=subset(donn,donnSech==i) ####Hrecuperer nom echantillon
#types=unique(subdSGRD_CAT _18)

print(i)

#listecompt=data.frame("listezoneculture"=0,"patures"=0,"zonesartificielles"=0,"foretsetzon
eseminaturelles"=0,"eau"=0,listenommms)

listecompt=data.frame("listezoneculture"=c("listezoneculture",0),"patures"=c("patures",0),"
zonesartificielles"=c("zonesartificielles",0),"foretsetzoneseminaturelles"=c("foretsetzonesem
inaturelles",0),"eau"=c("eau",0))

listecompt=c(0,0,0,0,0)

for(a in 1:dim(subd)[1]){

#print(a)

cat=subd[a,"GRD_CAT_18"][1]

#print(cat)

# if(cat %in%
listezoneculture){listecomptSlistezoneculture=listecomptSlistezoneculture+subd[a,"AIRE_HA
1}

# if(cat %in% patures){listecomptSpatures=listecomptSpatures+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in%
zonesartificielles){listecomptSzonesartificielles=listecomptSzonesartificielles+subd[a,"AIRE_
HA"T}

# if(cat %in%
foretsetzoneseminaturelles){listecomptSforetsetzoneseminaturelles=listecomptSforetsetzon
eseminaturelles+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in% eau){listecomptSeau=listecomptSeau+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in% listezoneculture){listecompt[2,1]=listecompt[2,1]+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in% patures){listecompt[2,2]=listecompt[2,2]+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in% zonesartificielles){listecompt[2,3]=listecompt[2,3]+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in%
foretsetzoneseminaturelles){listecompt[2,4]=listecompt[2,4]+subd[a,"AIRE_HA"]}

# if(cat %in% eau){listecompt[2,5]=listecompt[2,5]+subd[a,"AIRE_HA"]}

#

if(cat %in% listezoneculture){listecompt[1]=listecompt[1]+subd[a,"AIRE_HA"]}

if(cat %in% patures){listecompt[2]=listecompt[2]+subd[a,"AIRE_HA"]}

if(cat %in% zonesartificielles){listecompt[3]=listecompt[3]+subd[a,"AIRE_HA"]}

if(cat %in% foretsetzoneseminaturelles){listecompt[4]=listecompt[4]+subd[a,"AIRE_HA"]}
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if(cat %in% eau){listecompt[5]=listecompt[5]+subd[a,"AIRE_HA"]}
print(cat)

print(cat)

# cat[[1]][1]

#print(subd[a,"AIRE_HA"])

#listecompt[which(listecompt[,1]==cat),2]=listecompt[which(listecompt[,1]==cat),2]+subd|a,
"AIRE_HA"]
}
print(listecompt)
maximumaire=max(listecompt)
maximumaire
rangmax=which(listecompt==maximumaire)
pourcentagecult=listecompt[1]/sum(listecompt)
pourcentagepatures=listecompt[2]/sum(listecompt)
pourcentagezonesartificelles=listecompt[3]/sum(listecompt)
pourcentageforetsetzoneseminaturelles=listecompt[4]/sum(listecompt)
pourcentageeau=listecompt[5]/sum(listecompt)

# vegetation=listecompt[1,which(listecompt[2,]==maximumaire)]
vegetation=listenommms[rangmax]

print(vegetation)

#print("controlel")

#print(vegetation)

for(e in 1:dim(tableaufinal[1])){
#print("controle2")
if(tableaufinal[e,"ech"]==i){
tableaufinal[e,"vegetation"]=vegetation
tableaufinal[e,"pourcentaireculture"]=pourcentagecult
tableaufinal[e,"pourcentairepature"]=pourcentagepatures
tableaufinal[e,"pourcentairezoneartificielle"]=pourcentagezonesartificelles
tableaufinal[e,"pourcentaireseminaturelle"]=pourcentageforetsetzoneseminaturelles
tableaufinal[e,"pourcentaireeau"]=pourcentageeau
}
}

tableaufinalSpourcentaireculture

}

write.xlsx(tableaufinal, file = "dataechfinal.xIsx")
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Annexe 5 : Script statisques générales
e Analyse de la présence d’Haemonchus contortus

rm(list=Is())
library(readxl)
library(ggplot2)

setwd("C:/Users/Florence/Dropbox/thése chevreuils/Statistiques/Stat/en cours")
donn <- read_excel("dataechfinal.xlsx", col_types = c("text",
"numeric", "text", "numeric", "numeric", "numeric",
"text", "numeric", "text",

nn nmn nmnn nmn nn

"numeric","numeric","numeric","numeric","numeric","numeric"))

nm n nm n

donnSvegetation<-as.factor(donnSvegetation)
donnSelevage<-as.factor(donnSelevage)
donnShaemoncus<-as.factor(donnSpresence)
donnScontact_el<-as.factor(donnScontact_el)
donnSsaison<-as.factor(donnSsaison)
donn<-donn[which(!is.na(donnSpresence)),]
donn<-donn[which(lis.na(donnScontact_el)),]

View(donn)
summary(donn)

regl<-glm(presence~donn$contact_el,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(presence~1,data=donn, family = binomial)

summary(modelnul)
summary(regl)

#AIC: 84.899
anova(regl,modelnul)

Analyse de la présence de génes de résistances aux benzimidazoles chez
Haemonchus contortus

rm(list=Is())
library(readxl)
library(ggplot2)

setwd("C:/Users/Florence/Dropbox/thése chevreuils/Statistiques/Stat/en cours")
donn <- read_excel("resistancehc.xlsx", col_types = c("text",

n.n nmn

numeric", "numeric", "numeric",

nn n.n

"text", "text",

nn mn

, text’,

nmn nn nn nn

"text","numeric numeric","numeric","numeric","numeric","numeric"))
View(donn)

summary(donn)

donnSvegetation<-as.factor(donnSvegetation)
donnSautres<-as.factor(donn$autres)
donnSElevage<-as.factor(donnSElevage)
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donnShaemoncus<-as.factor(donnShaemoncus)
donnSSpecies<-as.factor(donnSSpecies)
donnScontact_el<-as.factor(donnScontact_el)
donnSsaison<-as.factor(donnSsaison)
donn<-donn[which(!is.na(donnShaemoncus)),]
donn<-donn[which(lis.na(donnScontact_el)),]

regl<-glm(haemoncus~donnScontact_el,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(haemoncus~1,data=donn, family = binomial)
summary(modelnul)

#AIC: 74.997

summary(regl)

#AIC: 51.482 : pvalue = 0.00823

anova(regl,modelnul)

Analyse de I'excrétion parasitaires (opg) chez les chevreuils de I'étude

rm(list=Is())
library(readxl)
library(ggplot2)

setwd("C:/Users/Florence/Dropbox/thése chevreuils/Statistiques/Stat/en cours")
donn <- read_excel("resistancehc.xlsx", col_types = c("text",

nn n.n

"text", "text",

n.n nmn

numeric", "numeric", "numeric",

nmn

"text","numeric","text",

nn nn nn nn

numeric","numeric","numeric","numeric","numeric"))

summary(donn)
donnSvegetation<-as.factor(donnSvegetation)
donnSautres<-as.factor(donn$autres)
donnSElevage<-as.factor(donnSElevage)
donnShaemoncus<-as.factor(donnShaemoncus)
donnSSpecies<-as.factor(donnSSpecies)
donnScontact_el<-as.factor(donnScontact_el)
donnS$saison<-as.factor(donnSsaison)
donn<-donn[which(!is.na(donnSopg)),]
donn<-donn[which(!is.na(donnScontact_el)),]
donn<-donn[which(!is.na(donnSvegetation)),]
donnSpresence=0
donnSpresence[donnSopg>15]=1

View(donn)

# Test des différentes variables

## modéle contact
regl<-glm(presence™~contact_el,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(presence~1,data=donn, family = binomial)
summary(modelnul)

#AIC: 95.738

summary(regl)
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#AIC: 96.104
anova(regl,modelnul)

## modeéle complet
regl<-glm(presence™~contact_el+saison+vegetation,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(presence~1,data=donn, family = binomial)

summary(modelnul)

#AIC: 95.738

summary(regl)

#AIC: 88.301

anova(regl,modelnul)

##modele variables de correction
regl<-glm(presence~saison+vegetation,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(presence~1,data=donn, family = binomial)
summary(modelnul)

#AIC: 95.738

summary(regl)

#AIC : 87.88

anova(regl,modelnul)

##modéle saison
regl<-glm(presence~saison,data=donn,family = binomial)
modelnul=glm(presence~1,data=donn, family = binomial)
summary(modelnul)

#AIC: 95.738

summary(regl)

#AIC: 85.639

anova(regl,modelnul)

##modele vegetation
regl<-glm(presence~vegetation,data=donn,family = binomial)
modelnul=gim(presence™~1,data=donn, family = binomial)
summary(modelnul)

#AIC: 95.738

summary(regl)

#AIC: 91.781

anova(regl,modelnul)

Test de wilcoxon : excrétion parasitaire selon les saisons :

wilcox.test(donnSopg~donnSsaison)
boxplot(donnSopg~donnSsaison,xlab="Saison",ylab="Nombre d'oeufs (opg)",data=donn)
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Annexe 6 : Résultats des coproscopies de mélange des élevages de moutons

Résultats Résultats Moyenne
Nom échantillon | coproscopie coproscopie |corposcopie 1 et 2

n°1 (opg) n°2 (opg) (opg)
M1 - mélange 1 50 50 50
M1 - mélange 2 0 50 25
M1 - mélange 3 50 150 100
M1 - mélange 4 50 0 25
M2 - mélange 1 500 600 550
M2 - mélange 2 600 600 600
M2 - mélange 3 1100 1200 1150
M2 - mélange 4 500 400 450
M3 - mélange 1 100 100 100
M3 - mélange 2 0 0 0
M3 - mélange 3 0 0 0
M4 - mélange 1 50 50 50
M4 - mélange 2 0 0 0
M4 - mélange 3 0 0 0
M5 - mélange 1 350 150 250
M5 - mélange 2 100 250 175
M5 - mélange 3 400 150 275
M6 - mélange 1 100 50 75
M6 - mélange 2 400 50 450
M6 - mélange 3 150 50 100
M7 - mélange 1 150 200 175
M7 - mélange 2 100 50 75
M7 - mélange 3 50 50 50
M8 - mélange 1 15 0 7,5
M8 - mélange 2 0 0 0
M8 - mélange 3 0 0 0
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TITRE: EVALUATION DE LA TRANSMISSION DE NEMATODES GASTROINTESTINAUX
RESISTANTS AUX BENZIMIDAZOLES ENTRE OVIS ARIES ET CAPREOLUS CAPREOLUS DANS
LE CANTON D’AURIGNAC (31)

RESUME : A l'aide d’analyses coproscopiques et de méthode de séquengage a haut débit, les
helminthofaunes des moutons et des chevreuils partageant les mémes patures dans le canton
d’Aurignac ont été évaluées. La mise en évidence de strongles spécialistes des ovins comme
Teladorsagia circumcincta et Trichostrongylus colubriformis chez des chevreuils paturant a proximité
d’élevages de moutons suppose un transfert de strongles spécialistes des ovins vers les chevreuils. De
plus, nous avons aussi montré que les chevreuils vivant a proximité des élevages d’ovins avaient une
probabilité plus élevée d’héberger des Haemonchus contortus résistants aux benzimidazoles, par
rapport aux cervidés éloignés de ces élevages. Le partage de patures pourrait ainsi permettre 'échange
de nématodes gastrointestinaux résistants aux benzimidazoles entre ruminants domestiques et

sauvages.
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ABSTRACT : Using coproscopic analysis and deep amplicon sequencing, the helminthofauna of sheep
and deer sharing the same pastures in the canton of Aurignac was evaluated. The demonstration of
sheep specialist gastro-intestinal nematodes such as Teladorsagia circumcincta and Trichostrongylus
colubriformis in roe deer in the proximity of sheep farms suggests a possible transfer of gastro-intestinal
nematodes in sheep to roe deer, following the use of the same pastures. In addition, we also showed
that deer in close contact with sheep farms had a higher probability of harbouring benzamidazole-
resistant Haemonchus contortus populations, compared to deer without farm contact. Thus, the sharing
of pasture could allow the transmission of gastrointestinal nematodes resistant to benzimidazoles

between domestic and wild ruminants.
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