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— RESUME
La gestion des infestations du tube digestif par les strongles chez les ruminants est essentiellement
assurée par les traitements anthelminthiques. Seules trois familles chimiques sont disponibles et des
phénoménes de résistance a ces produits sont apparus chez les strongles gastro-intestinaux. Les méca-
nismes de résistance concernant la famille des benzimidazoles sont relativement bien établis (un gene
avec deux alléles est impliqué), alors que pour la famille des lactones macrocycliques ou celle des imi-
dazothiazoles (Iévamisole), les déterminismes génétiques, encore peu connus, sont sans doute mul-
tigéniques. Une double approche («génes candidats» et transcriptomique) est proposée pour le léva-
misole et les premiers résultats sont présentés. La compréhension des mécanismes d’action est tres
importante pour tenter de réduire I'apparition de résistance. Des exemples concernant les benzimi-
dazoles sont utilisés pour décrire I'interaction entre le type de mécanisme de résistance et la vitesse
d’apparition et de diffusion de la résistance, I'efficacité des pressions sélectives par les traitements
et le réle des refuges.

Mots clés: strongles digestifs, anthelminthiques, Iévamisole, résistance, ruminant, déterminisme génétique.

— SUMMARY

The management of gastrointestinal strongyle infestations in ruminants relies mostly on anthelmintics.
Only three chemical families are available, and gastrointestinal strongyles resistance is increasing. The
resistance mechanisms are relatively well known for benzimidazoles (involving one gene with two
alleles), whereas the genetic determinism of the resistance to macrocyclic lactones or imidazothia-
zoles (levamisole) is still poorly understood, but probably involves multigenic regulation. A double
approach (candidate genes and transcriptomic) is proposed for levamisole resistance and the first results
are presented. It is very important to understand resistance mechanisms to reduce their occurrences.
Examples with benzimidazoles are presented to describe interactions between the type of genetic
mechanism and the speed with which resistance appears and expands, the efficacy of selective pres-
sure by treatments, and the role of refugia.
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INTRODUCTION

Les infestations du tube digestif par les strongles constituent un
des problémes parasitaires majeurs de I'élevage des ruminants
a I'’herbe. Les éleveurs ne disposent pas d’éléments indiscutables
pour décider de I'opportunité des traitements, le laboratoire étant
le seul a fournir des éléments objectifs. En effet, leur propre opi-
nion, fondée sur ce qu'ils pergoivent des performances, ne consti-
tue pas un guide vraiment efficace (Bouilhol et al. 2008). Le dia-
gnostic est crucial pour une bonne gestion du traitement de ce
parasitisme car I'utilisation actuelle des anthelminthiques est
souvent irraisonnée. A I'échelle mondiale, les résistances aux
différents anthelminthiques sont fréquentes chez les chévres,
les ovins et les bovins (Cabaret 2000) : la majorité des cas sont
concentrés en Afrique du Sud, en Australie, en
Nouvelle-Zélande et plus récemment, en Amérique latine
(Brésil et Argentine). En Europe, la résistance aux benzimi-
dazoles est trés largement distribuée chez les petits ruminants
(Chartier et al. 2001; Silvestre et al. 2002); elle reste encore
peu observée chez les bovins (Coles 2002; Demeler et al.
2008), son diagnostic étant encore exceptionnellement réalisé.
La résistance au lévamisole a été trés réecemment mise en évi-
dence en France dans un élevage caprin (Paraud et al., 2009),
ce qui implique une certaine vigilance, méme pour les molé-
cules qui présentent le moins de résistance pour les strongles.
Nous sommes donc face a deux exigences:

i) le controle du parasitisme par les strongles passe presque exclu-
sivement par I'utilisation d’anthelminthiques,

ii) les phénomeénes de résistance en augmentation nous impo-
sent d'utiliser avec la plus grande rigueur ces molécules
anthelminthiques, afin de pérenniser leur usage, car la com-
mercialisation de nouvelles molécules se fait attendre depuis
les années 80.

Cette rigueur passe par le diagnostic de la résistance, afin de pou-
voir suivre son évolution. 1l est réalisé par des méthodes phé-
notypiques (évaluation de I'excrétion des ceufs de strongles aprés
un traitement) ou de biologie moléculaire (il faut alors un mar-
queur, ou mieux connaitre un géne impliqué dans cette résis-
tance). Le diagnostic de résistance par les méthodes de biolo-
gie moléculaire est pratiqué uniquement pour les benzimidazoles
(Humbert et al. 2001). Le travail de modélisation sur la résis-
tance des strongles de Barnes et al. (1995) permet d’apprécier
I'importance de la connaissance des mécanismes dans la com-
préhension de I’évolution de la résistance, ainsi que les moyens
mis en ceuvre pour contrecarrer sa diffusion. Le présent article
a pour objectifs:

i) de montrer I'importance des mécanismes de résistance dans
la conception de la lutte contre ces parasites,

ii) de présenter les mécanismes actuellement connus ou étudiés
au sein de I'INRA, en se focalisant plus particuliérement sur
une molécule encore ressource en Europe, le Iévamisole.

LES FAMILLES D’ANTHELMINTHIQUES

Les anthelminthiques disponibles, peu nombreux, sont classés
en trois familles selon leur mode d’action, les benzimidazoles
et pro-benzimidazoles, les avermectines, et le Iévamisole (et le
tétramisole encore utilisé dans les pays en voie de développe-
ment), ainsi que les dérivés des tetrahydropyrimidines (pyran-
tel et morantel) qui se rapprochent par le mode d’action, du léva-
misole. Les mécanismes de résistance sont présentés dans le
tableau 1; ils sont cependant loin d’étre élucidés, méme pour
les benzimidazoles pourtant les plus étudiés. Ce classement en
familles n’a de sens que dans la mesure ou la résistance mon-
trée par un nématode contre une famille d’anthelminthiques
ne préjuge pas de la résistance aux autres familles. Dans des zones
ou la résistance a plusieurs molécules est commune, en Australie
par exemple, des associations triples ou quadruples sont pro-
posées pour lutter contre les peuplements de strongles résistants
(Triton®: ivermectine, levamisole, albendazole ou Q-drench®
Multi-combination Drench for Sheep: abamectine, albenda-
zole, closantel, [évamisole).

Mécanisme de
résistance

Familles

d’anthelminthiques AT

Résistance la plus étudiée
au plan phénotypique et
moléculaire. Mutation point
en position 200, rencontrée
chez les principaux strongles de
ruminants résistants aux
benzimidazoles. D’autres
mutations points possiblement
impliquées (Mottier & Prichard,
2008).

Isotype 1 de la B-
tubuline: mutation
point en position 200.

Benzimidazoles

Importance mineure chez
les strongles et controversée
chez les douves résistantes au
triclabendazole. (Ryan et al.,
2008).

Isotype 2 de la B-
tubuline: mutation
point ou délétion.

Mutations des canaux

Lactones
macrocycliques :
Avermectines

et milbemycines

Imidazothiazole:
Lévamisole

chlore des récepteurs
du glutamate ou de
I'acide gamma amino-
butyrique (GABA).

Surexpression  des

P-glycoprotéines.

Changements dans les
récepteurs nicotiniques
de 'acétylcholine.

Mise en évidence chez Cooperia
oncophora (Njue et al. 2004)
par les méthodes de biologie
moléculaire.

Role dans d’autres résistances
(Kerboeuf et al. 2003).

Encore trés peu d’information
sur les mécanismes moléculaires
chez les strongles; résistance
commune avec les dérivés de la
tetrahydropyrimidine (Pyrantel,
Morantel).

Tableau 1: Mécanismes possibles de résistance des strongles aux trois grandes
familles d’anthelminthiques du marché. (Modifié de Wolstenholme et al. 2004).
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STRATEGIES D’ETUDE DE LA RESISTANCE
DES STRONGLES AU LEVAMISOLE

Parmi les trois familles d’anthelminthiques les plus couramment
utilisées, les imidazothiazoles (Iévamisole) sont restés efficaces
malgré une utilisation pendant plusieurs décennies. En effet,
I'acquisition de la résistance au lévamisole est moins fré-
quente et moins rapide que celle aux benzimidazoles et aux
avermectines. Dans ce contexte, la compréhension des méca-
nismes moléculaires impliqués dans I'acquisition de la résistance
au lévamisole est déterminante pour prolonger I'efficacité
des traitements.

Le lévamisole est un agoniste cholinergique spécifique des néma-
todes et les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine sensibles
au lévamisole (L-AChR) constituent la cible majeure des trai-
tements antihelminthiques. Leur réle déterminant dans I'ac-
quisition de la résistance a été démontré en comparant les
courbes de déplacement de I'équilibre agoniste-récepteur, dans
des isolats de strongles Haemonchus contortus, résistants et
sensibles au lévamisole (Sangster et al. 1998), puis dans ceux
de larves L3 d’un nématode parasite Oesophagostomun dentatum
(Martin et al. 2003). Les résultats suggerent que la résistance
est associée a une diminution de I'affinité et/ou du nombre des
récepteurs du lévamisole.

Dans le but d’identifier les génes impliqués dans la résistance
au lévamisole, deux approches complémentaires sont actuel-
lement développées a 'INRA. La premiére est basée sur une stra-
tégie des «génes candidats » et la seconde, sur une analyse dif-
férentielle des transcriptomes de strongles, issus d’isolats
sensibles et résistants au Iévamisole.

Stratégie des «génes candidats »

Les bases génétiques de la résistance au lévamisole sont étu-
diées chez le nématode modéle Caenorhabditis elegans. Chez
cette espéce, trés proche plylogénétiquement des strongles,
la sélection de mutants résistants au lévamisole a permis
d’identifier 14 génes pouvant étre impliqués dans le phéno-
type (Fleming et al. 1997; Culetto et al. 2004 ; Towers.
2005). Parmi ces génes, unc-38, unc-63, unc-29, lev-1 et lev-
8 codent des sous-unités protéiques qui participent a la
constitution du récepteur nicotinique de I'acétylcholine
sensible au lévamisole (L-AChR). Récemment, chez le
méme modeéle, ont été identifiés cing génes indispensables a
la synthése des L-AChRs: trois génes codant des sous-unités
«, deux, des sous-unités non- « et trois, des protéines auxi-
liaires impliquées dans I'assemblage et le trafic des récepteurs
(Boulin et al. 2008). Il apparait donc que les genes codant les
sous-unités du L-AChR, mais aussi ceux impliqués dans la
régulation de sa synthése, sont des candidats particulierement
intéressants.

Notre objectif prioritaire a été le clonage des genes ortho-
logues de unc-38, unc-63, unc-29, lev-1 et lev-8 chez les trois
principales espéces de strongles d’intérét agronomique ayant
développées des résistances au lévamisole: Haemonchus

contortus, Teladorsagia circumcincta et Trichostrongylus colu-
briformis. Les orthologues de tous ces génes ont été identifiés
et clonés chez les trois espéeces a I’exception de I'orthologue
du gene lev-8 qui ne semble pas étre présent chez les strongles
étudieés.

Dans des isolats d’H. contortus sensibles et résistants au
Iévamisole, la comparaison des séquences des ADNc complets
correspondant aux différentes sous-unités du L-AChR n’a pas
permis de mettre en évidence de polymorphisme associé a la
résistance. En revanche, I'analyse de I’expression des sous-
unités du récepteur a révélé I'existence de transcrits tronqués,
spécifiquement exprimés dans les isolats résistants pour les
sous-unités orthologues de unc-38 et unc-29. Ces transcrits
pourraient résulter d’événements d’épissage alternatif condui-
sant a la production de sous-unités tronquées du récepteur du
lévamisole. A I’heure actuelle, I'implication de ces pro-
téines tronquées dans la résistance au lévamisole reste a déter-
miner, cependant les récents progres réalisés dans le domaine
de I'expression des sous-unités du récepteur du lévamisole dans
des systemes hétérologues, tels que I'ceuf de Xénope, offrent
des perspectives particulierement prometteuses (Boulin et al.
2008).

Approche transcriptomique

En complément de I'approche par I'étude des genes candidats,
une analyse différentielle des transcriptomes de nématodes issus
de populations d’H. contortus résistantes et sensibles au léva-
misole a été réalisée. Son but est d'identifier d’une part des mar-
queurs de résistance et d’autre part, un ou plusieurs génes
impliqués dans un éventuel mécanisme d’acquisition de la résis-
tance spécifique aux strongles digestifs.

Pour cette étude, quatre populations (deux résistantes et deux
sensibles) isolées indépendamment dans des élevages d’origine
geographique distincte ont été utilisées. Pour chacune d’elles,
environ 8640 fragments de transcrits ou TDF (Transcript
Derived Fragment) ont été amplifiés par la technique cDNA-
AFLP (Bachem et al. 1996). Parmi ces TDF, nous nous sommes
plus particulierement intéressés a ceux présentant un poly-
morphisme commun aux populations résistantes ou sensibles.
Au total, 34 candidats ont été identifiés et I'un d’entre eux,
nommé HAL7, a été caractérisé plus en détail. Ce géne, spé-
cifiquement exprimé chez les isolats résistants, correspond au
premier marqueur de résistance au lévamisole identifié a ce jour
chez un nématode (Neveu et al. 2007). La caractérisation des
autres candidats nous a permis de mettre en évidence I'ex-
pression spécifique, chez les populations résistantes testées, d’une
forme tronquée d’un transcrit correspondant a I'orthologue d'un
gene de C. elegans codant une sous-unité du récepteur nicoti-
nique de I'acétylcholine. Ce candidat pourrait donc participer
a la formation du récepteur du lévamisole chez les strongles et
les formes tronquées observées pourraient étre impliquées dans
le phénotype de résistance.
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DETERMINISME GENETIQUE ET
CONSEQUENCES SUR L’EVOLUTION
DE LA RESISTANCE

Le déterminisme génétique joue un rdle essentiel dans les
modalités de I'évolution de la résistance. Il est le résultat
ultime de I'étude de la résistance au niveau moléculaire. 1l peut
étre aussi approché par des travaux de modélisation, fondés sur
différentes hypotheses.

Déterminisme mono ou polygénique

La sélection de la résistance est plus rapide si le mécanisme dépend
d’un seul géne plutdt que de plusieurs (dans I'nypothése d’un effet
additif des n alleles de résistance et d’un équilibre de liaison entre
les génes) (Barnes et al. 1995). La dominance ou la codominance
des alléles de résistance ont aussi des effets marqués sur I'évolu-
tion de la résistance. Dans le modele d’'un géne avec deux
alléles, la résistance évolue plus rapidement quand elle est domi-
nante, plus lentement quand elle est codominante et encore plus
lentement, quand elle est récessive. Ces hypotheses, sur le
mécanisme génétique des résistances, sont tres difficiles a véri-
fier sur des résultats expérimentaux, car d’autres phénomenes peu-
vent interférer avec ce mécanisme, comme par exemple la capa-
cité adaptative des génotypes résistants et sensibles. Cela montre
la grande nécessité des études moléculaires qui permettront de
définir réellement le déterminisme des résistances.

Exemple chez les benzimidazoles

C’est la résistance la plus étudiée et la plus répandue.

Déterminisme monogénique et récessif

Le déterminisme génétique de la résistance aux benzimidazoles
a été mis en évidence par Kwa et al. (1994) chez le strongle
Haemonchus contortus. Une mutation point en position 200
induit la résistance. Seuls les individus possédant les deux alléles
de résistance sont résistants aux benzimidazoles. Ce mécanisme
récessif a été retrouvé chez la majorité des espéces de strongles
(Teladorsagia circumcincta, Elard et al. 1999 ; Trichostrongylus colu-
briformis, Grant & Mascord 1996 ; Trichostrongylus axei, Palcy
et al. 2008).

Résistance et pression de sélection par les
anthelminthiques

Le nombre de traitements est un élément fondamental de la
sélection (Silvestre et al. 2002 ; Gaba et al. 2006). En Auvergne,
des traitements peu fréquents, utilisant les trois grandes familles
ont toutefois abouti a une résistance aux benzimidazoles. De
méme, au Maroc dans la région de Rabat, des résistances aux
benzimidazoles sont présentes malgré la faible fréquence des trai-
tements par ces molécules. C’est donc I'efficacité sélective des
traitements qui joue un réle, plutdt que leur nombre. D’autres
facteurs ont également un poids tres important, la fréquence des
introductions d’animaux étrangers au troupeau ou la présence
de refuges.

Résistance et impact sur la «fitness»
(maintien de la résistance ou réversion)

Globalement, la «fitness» (valeur reproductive) semble iden-
tique entre les individus sensibles et résistants, au moins pour
T. circumcincta, tant dans les conditions expérimentales (Elard
et al. 1998) que naturelles (Leignel 2000). Toutefois, certains
traits de vie (fertilité des vers et vitesse d’évolution du stade lar-
vaire au stade adulte) sont différents chez les souches sensibles
ou résistantes chez T. circumcincta (Leignel & Cabaret, 2001)
ou Haemonchus contortus (Melo 2005). 1l semble que les apti-
tudes des vers sensibles a I'aune de la durée ne soient pas infé-
rieures a celles des vers résistants méme si certaines sont affec-
tées positivement ou négativement. Ainsi chez H. contortus, les
vers résistants ont une meilleure faculté a s'installer chez
I'hote, une meilleure fertilité, mais par contre le développement
des ceufs émis est inférieur dans des conditions correspondant
aux périodes chaudes (Melo 2005) ; toutefois, globalement, la
«fitness» sur plusieurs générations n’est pas statistiquement dif-
férente entre les populations résistantes et sensibles. Les chan-
gements de famille d’anthelminthiques peuvent avoir des
conséquences importantes sur la faune des strongles. Le cas de
T. axei (Palcy et al. 2008) mérite d’étre mentionné: des I'arrét
des traitements par les benzimidazoles, au cours desquels ils ont
acquis une résistance, la proportion des vers résistants n'a
cesse de diminuer pendant les six années d’études. En fait, la
fréquence de ce parasite est plus €levée lorsque celles des
autres especes diminue, ce qui serait sans doute le résultat d'in-
teractions négatives (capacité a I'installation ou durée de
survie des vers) avec les autres especes de strongles (Cabaret &
Hoste, 1998). Cette diminution peut étre imputée au déve-
loppement des autres espéces de strongles sensibles, qui ne sont
plus défavorisées par les traitements par les benzimidazoles. Cette
réversion apparente pour T. axei ne serait donc qu’une consé-
quence des interactions entre espéces.

Résistance et impact sur les refuges
(maintien des alleles de sensibilité)

La notion de refuge a été prise par les nématologistes d’une fagon
trés large, alors que primitivement, cette définition est restrictive
pour les généticiens des populations, puisqu’elle porte sur des
fragments de population (incluant tous les stades du cycle para-
sitaire). Pour les strongles, ce qui est central est le fait qu'une
population ou certains stades de la population échappent a la
pression de sélection par les anthelminthiques. Le role de ces
refuges a été initialement remarqué par van Wyk (2001) et leur
participation dans I'établissement de la résistance a été confor-
tée par modélisation (Gaba et al. 2006) ou par des constatations
d’experts (Kenyon et al. 2008). Ainsi, I'existence de parcelles
utilisées contaminées par des animaux non traites, le fait que
seulement certains animaux (ceux que I'on suppose a haut
risque) soient traités (ce qui est le principe des traitements indi-
viduels sélectifs ou TST, Cabaret 2008) sont des moyens de
nourrir ces refuges. Le maintien de ces refuges, s'il est efficace
pour contenir I'évolution de la résistance, est toutefois une
contrainte pour gérer I'intensité de I'infestation. Un compro-
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mis est donc a trouver entre le contréle de I'infestation et la ges-
tion de la résistance. Ce compromis est relativement facile a
trouver, et les éleveurs qui utilisent ce systéme TST ne sont pas
pénalisés au plan des productions (Van Wyk & Bath 2002,
Benoit et al. 2009).

CONCLUSIONS

La résistance aux anthelminthiques est un phénoméne géné-
ralisé et il concerne surtout actuellement les benzimidazoles. Elle

est tres fréquente chez les petits ruminants et beaucoup moins
chez les bovins. L'existence de cette résistance oblige a adap-
ter une stratégie du contrdle des strongles. 1l n’est plus question
d’envisager le traitement des animaux pour éradiquer les
strongles, mais au contraire d’accepter que des animaux ne soient
pas traités, que des parcelles contaminées soient des sources pour
le maintien des «bons alléles» de sensibilité aux anthelmin-
thiques. Il est certain que des études concernant le mécanisme
de transmission de la résistance sont essentielles et permettront
une lutte plus adéquate contre les strongles.
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