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Introduction

Les strongyloses gastro-intestinales sont des parasitoses systématiques du tube digestif des bovins
ayant acces au paturage. Elles affectent négativement les productions des bovins a court et long terme
(retard de croissance chez les jeunes, baisse de production laitiére chez les adultes,...), ce qui explique
les conséquences économiques parfois importantes dans les élevages ou ces infestations, qui évoluent
de maniére chronique, ne sont pas controlées. Jusqu’a présent, la stratégie de lutte de ces infestations
reposait essentiellement sur le recours a des traitements anthelminthiques. Désormais, leur utilisation,
parfois aléatoire et excessive, est remise en cause face a plusieurs limites. En effet, 'usage de ces
molécules constitue une pratique a risque vis-a-vis du développement de résistances. Ces résistances
peuvent conduire a une impasse thérapeutique suite a des échecs répétés aux traitements mis en place.
Des résistances ont déja été décrites pour la famille des lactones macrocycliques (El-Abdellati et al.,
2010) dont les molécules sont actuellement privilégiées par les éleveurs, notamment en raison de la
facilité d’administration des formulations « pour-on » et de leur activité rémanente.

De plus, on sait aujourd’hui que les résidus de certains anthelminthiques ont un impact
environnemental non négligeable, notamment sur la microfaune coprophage prairiale (Lumaret et al.,
2012 ; Virlouvet et al., 2006). Cette écotoxicité, de plus en plus prise en compte, renforce cette volonté
globale de réduire le recours aux anthelminthiques chimiques usuels.

Enfin, les strongles gastro-intestinaux constituent une dominante parasitaire dans les premicres
années de vie des bovins en raison d’une immunité absente ou insuffisante. L’exces de traitements
peut entrainer un retard d’installation de I’'immunité chez les jeunes animaux naifs exposés. En effet,
lors des strongyloses gastro-intestinales, une immunité concomitante (ou immunité de prémunition)
se met en place et nécessite un contact régulier et continu avec les parasites sur plusieurs mois pour
obtenir une immunité protectrice compléte mais qui ne persiste pas en cas de disparition des parasites
chez I’hote. L’enjeu majeur des infestations par les strongles gastro-intestinaux est donc de trouver
un juste équilibre entre le contact avec les parasites permettant 1’acquisition d’une immunité solide
et efficace, et le maintien d’un niveau d’infestation suffisamment bas compatible avec les objectifs
¢conomiques de 1’éleveur qui ne pénalise pas la croissance des animaux. De ce fait, le développement
de nouvelles approches de maitrise apparait de plus en plus nécessaire pour pérenniser les possibilités
de gestion de ce parasitisme.

Cette theése sera organisée en deux parties : d’abord une étude bibliographique centrée sur les
problémes des strongyloses gastro-intestinales chez les jeunes bovins, les limites actuelles posées par
le recours aux anthelminthiques puis les stratégies alternatives de maitrise de ces infestations, puis,
une ¢tude expérimentale qui décrira et justifiera la démarche d’élaboration du protocole expérimental
pour évaluer I’effet d’un aliment complémentaire a visée préventive dans le controle des infestations
par les strongles gastro-intestinaux sur des génisses en premiere saison de paturage, afin de proposer
un protocole pour un essai de ce type.
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Partie I : Etude bibliographique

I. Contexte et enjeux des infestations des jeunes bovins en premiére saison de
paturage

a) Importance et présentation générale des strongles gastro-intestinaux

Les strongles gastro-intestinaux (SGI) sont des vers ronds (nématodes) de I’ordre des Strongylida,
qui parasitent le tube digestif des bovins. Mondialement répandus, ils sont retrouvés de maniére
systématique chez tous les bovins ayant acces au paturage, I’infestation ayant lieu par ingestion de
larves infestantes présentes dans 1’herbe paturée. Dans les zones tempérées comme en France, onze
especes de SGI d’importance variable sont communément recensées (Kilani et al., 2003).

Ostertagia ostertagi, localisée dans la caillette, et Cooperia oncophora, localisée dans 1’intestin
gréle, sont les deux especes les plus fréquemment retrouvées chez les bovins lors de leur premiere
saison de paturage, mais Ostertagia a un pouvoir pathogene plus important que Cooperia. Les autres
especes de SGI sont généralement considérées comme secondaires, comme Trichostrongylus axei
(caillette), Nematodirus helvetianus (intestin gréle) et Oesophagostumum radiatum (gros intestin).

Le cycle parasitaire évolutif des SGI est de type monoxéne semi-direct et caractérisé par la succession
de deux phases :

e Une phase externe sur les patures : les ceufs sont émis dans les bouses des bovins infestés et

évoluent dans 1’herbe en trois stades larvaires jusqu’au 3°™ stade larvaire infestant (L3). Les
larves L3 constituent la forme de résistance dans le milieu extérieur grace a la gaine protectrice
qui les entoure (exuvie du stade L2). Cette résistance explique la survie des larves L3 pendant
I’hiver (on parle alors de larves transhivernantes) et la contamination résiduelle des parcelles
lors de la mise a I’herbe I’année suivante. La durée d’évolution de cette phase libre dépend
fortement des conditions environnementales (température, hygrométrie, oxygénation). Pour
Ostertagia ostertagi, elle est de 5 a 7 jours lorsque la température est stable et comprise entre
22°C et 26°C (Stromberg, 1997). La température régule la vitesse de développement des ceufs
jusqu’aux larves L3. En période hivernale, la chute progressive de la température entraine un
fort ralentissement voire un arrét de ce développement. De plus, le niveau d’humidité du
milieu joue un réle important dans la capacité de migration des larves et leur répartition sur

les parcelles (Stromberg, 1997).

e Une phase interne chez le bovin : les larves infestantes L3 ingérées par le bovin pénétrent
dans les glandes de la paroi digestive (caillette ou intestin gréle selon I’espéce parasitaire) et
muent en larves L4. Lorsque les conditions extérieures sont défavorables au développement
parasitaire (période hivernale), les larves L4 peuvent entrer en hypobiose, entrainant un arrét
momentané du cycle. Si ce n’est pas le cas, elles regagnent la lumiére digestive et muent en
pré-adultes avant d’acquérir leur maturité sexuelle. Les adultes matures peuvent se reproduire
et les femelles pondent des ceufs qui sont ensuite excrétés dans les maticres fécales. Lorsque
I’évolution des stades parasitaires au sein du bovin est continue, la période prépatente,
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correspondant a la durée entre 1’infestation par les larves L3 et la ponte des femelles matures,

est de 21 jours pour Ostertagia ostertagi, et entre 12 et 15 jours pour Cooperia oncophora
(Charlier et al., 2020).

Lorsque les conditions extérieures deviennent défavorables (baisse de la température,
diminution de la photopériode), le développement parasitaire chez I’hote peut s’interrompre
au moment du 4% stade larvaire (Armour & Duncan, 1987). En effet, les larves L4 sont
capables d’entrer dans un état de « dormance » pendant lequel elles restent inactives et inertes
par un mécanisme d’inhibition métabolique. On parle de phénoméne d’hypobiose. Les larves
L4 d’Ostertagia ostertagi peuvent s’enkyster dans la muqueuse de la caillette jusqu’a 6 mois.
En effet, jusqu’a 80 % des larves L4 sont en hypobiose sur la période s’étendant d’octobre a
mars (Armour & Duncan, 1987). De plus, lorsque la densité de vers adultes est trop élevée,
un phénomene de compétition densité-dépendant se met en place pour limiter I’installation de
nouveaux parasites et diminuer leur fécondité. Ce phénomeéne, de méme que pour I’hypobiose,
permet parfois d’expliquer la faible corrélation entre le niveau d’excrétion fécale d’ceufs et la
charge parasitaire (Charlier et al., 2020).

3 semaines
> Si hypobiose

ceufs

\-/\‘-—/,\
L2 L1

T°C Humidité, oxygénation

Figure 1 : Cycle parasitaire d'Ostertagia ostertagi

b) Conséquences médicales des strongyloses gastro-intestinales

Les bovins infestés subissent deux types d’effets liés a la présence des strongles dans le tube

digestif :

Des effets directs : la pénétration des larves L3 dans les glandes gastriques puis leur sortie
apres leur mue en larves L4 ont une action traumatique directe sur la muqueuse gastrique.
L’infestation par Ostertagia ostertagi entraine une baisse de la sécrétion acide dans la caillette
et des modifications physiologiques et histologiques au niveau de la muqueuse abomasale
(Charlier et al., 2020). En effet, I’accumulation de vers adultes entraine une hyperplasie de la
muqueuse et une inhibition de ’activité des cellules pariétales, augmentant rapidement le pH
abomasal de 2 a 7 (Fox, 1997). Ces effets sont liés a la présence des vers adultes qui libérent
au niveau de la muqueuse des produits d’excrétion-sécrétion (PES), principalement constitués
de protéases et de molécules a activité anti-coagulante. En 1’absence d’acide chlorhydrique
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(HCl), le pepsinogéne ne peut plus étre converti en pepsine, la forme active de I’enzyme, et
comme la perméabilité vasculaire est augmentée en raison du phénomene inflammatoire, le
pepsinogeéne accumulé dans les glandes gastriques parasitées passe dans la circulation
sanguine, entrainant une élévation du taux de pepsinogene sanguin. Ces PES induisent aussi
la formation de facteurs pro-inflammatoires dans la muqueuse qui participent ¢galement a
altérer la fonction des cellules pariétales. Apres plusieurs semaines d’infestation, une
diminution progressive du nombre de cellules pariétales est observée (Mihi et al., 2013). Les
cellules a mucus et les cellules zymogenes sécrétrices du pepsinogeéne sont progressivement
remplacées par des cellules indifférenciées (Taylor et al., 1989). De plus, la perte des jonctions
serrées entre les cellules glandulaires entraine une fuite de protéines plasmatiques vers la
lumiére de la caillette qui perturbe le métabolisme protéique (comme les synthéses protéiques
musculaires), et peut méme conduire a une hypoalbuminémie en cas de fortes infestations.

Glande gastrique normale Glande gastrique parasitée
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Figure 2 : Mécanisme physiopathologique lors d'une infestation par O. ostertagi
(Ravinet et al., 2015)

L’infestation dans I’intestin gréle par Cooperia oncophora, essentiellement au niveau du
duodénum et du jéjunum, va plutot entrainer une atrophie et un épaississement des villosités,
accompagnés d’une hypersécrétion de mucus (Charlier et al., 2020). L’effet pathogeéne isolé
de C. oncophora est moins important que O. ostertagi. En effet, des manifestations cliniques
liées uniquement a une infestation a C. oncophora sont rarement visibles. L’action spoliatrice
du parasite liée a son régime chymivore ayant un impact sur le métabolisme protéique de
I’héte, ’infestation va plutdt se manifester sous des formes subcliniques. C’est souvent
I’association mixte de plusieurs espéces de SGI localisées dans différentes portions du tube
digestif qui va engendrer des manifestations cliniques plus ou moins marquées, sous la forme
d’une gastro-entérite parasitaire (diarrhée, déshydratation, anorexie, amaigrissement, atteinte
de I’état général,...), notamment si les espéces C. oncophora et O. ostertagi sont présentes
simultanément.

Des effets indirects : ils sont li¢s a la réponse de I’hote. En effet, la présence de vers adultes
a pour conséquence une infiltration de la sous-muqueuse par des cellules inflammatoires
mononuclées et des éosinophiles (Charlier et al., 2020). Les PES stimulent également la
réponse immunitaire.
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Selon la charge parasitaire, I’infestation par les SGI entraine une diminution plus ou moins
importante de la prise alimentaire qui peut aller jusqu’a I’anorexie. Chez les animaux infestés
par O. ostertagi, cette réduction peut atteindre jusqu’a 20 % et entralner une perte de poids en
7 a 10 jours (Taylor et al., 1989). Plusieurs causes ont été évoquées pour expliquer la baisse
d’ingestion spontanée chez les bovins infestés : des changements hormonaux, la variation du
pH abomasal et des modifications de la population bactérienne (Holmes, 1985). Une étude
récente a mis en évidence les interactions entre Ostertagia ostertagi et le microbiote abomasal
en se basant sur la caractérisation génétique du microbiote (métagénomique). Il a été montré
que ’infestation a un faible impact sur la diversité et la stabilité¢ du microbiote abomasal chez
les bovins immuns, contrairement a des animaux naifs qui n’ont pas acquis une immunité
protectrice (Li et al., 2011). Cependant, les mécanismes impliqués dans ces interactions ne
sont pas clairement définis. L ’infestation des jeunes bovins non immuns par les SGI peut donc
perturber 1’équilibre avec la flore commensale abomasale et renforcer de maniére indirecte
I’effet pathogeéne des parasites chez 1’hote.

Lors de la 1% saison de paturage, les jeunes bovins non immuns, naifs sur le plan immunitaire

vis-a-vis des SGI, vont étre pour la premicre fois en contact avec des larves de SGI présentes dans

I’herbe. Ils sont soumis a une pression d’infestation, d’abord liée a la contamination résiduelle plus

ou moins importante des parcelles par des larves L3 transhivernantes ou issues d’autres bovins ayant

paturé préalablement sur les mémes parcelles, puis liée au recyclage parasitaire par la succession des

générations larvaires sur les patures. L’infestation des jeunes bovins par Ostertagia ostertagi peut

étre a ’origine de trois types de manifestations cliniques qui se succedent dans le temps (Ravinet et
al., 2015) :

Ostertagiose de type 1 : elle correspond a I’accumulation progressive du nombre de parasites
dans la caillette au cours des générations parasitaires successives. Le taux d’infestation atteint
un seuil suffisant pour déclencher des symptomes, le plus souvent a partir de 3 générations
parasitaires, au début de 1’ét¢ dans les régions tempérées. Les symptomes sont généralement
frustes a peu marqués selon la sensibilité des animaux.

Ostertagiose de pré-type 2 : elle correspond au moment ou les larves L4 entrent en hypobiose
et s’enkystent dans les glandes gastriques de la caillette au début de I’hiver. Il n’y a pas de
symptomes visibles a ce stade.

Ostertagiose de type 2 : elle correspond a la sortie simultanée et massive des larves L4
enkystées de la muqueuse de la caillette au début du printemps. Les symptomes sont ici tres
marqués, associant le plus souvent une diarrhée profuse trés aqueuse, une déshydratation, de
I’anorexie et une atteinte de 1’état général.
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Figure 3 : Succession saisonniere des différents types d'ostertagiose chez les jeunes bovins non
immuns (Ravinet et al., 2015)

¢) Conséquences zootechniques et économiques

Les infestations par les SGI peuvent avoir des conséquences négatives sur les productions des
bovins dont I’impact économique dans les élevages peut étre parfois trés important. Ces effets sont
trés hétérogenes entre les individus d’un méme troupeau et entre différents troupeaux (Charlier et al.,
2014). Cette variabilité peut s’expliquer par des taux d’infestation différents qui peuvent étre liés a la
capacité de « résilience » de certains animaux. En effet, la distribution des SGI dans un lot d’animaux
est dite sur-dispersée, avec des individus faiblement parasités et une minorité d’individus fortement
parasités. Certains individus exposés a la méme pression d’infestation, dans les mémes conditions de
paturage, peuvent supporter une charge parasitaire élevée sans avoir de conséquences cliniques ou de
pertes de production. Néanmoins, il est difficile d’évaluer précisément la part réelle du parasitisme
impliquée dans les pertes de production dont les causes sont souvent complexes et multifactorielles.
Dans la littérature, 1’évolution du poids constitue le criteére le plus évalué chez les jeunes bovins en
1% saison de paturage.

Chez les bovins non immuns, un niveau d’infestation minimum est nécessaire pour observer des
effets négatifs sur les performances de croissance. De plus, les pertes de poids sont négativement
corrélées au niveau d’infestation des animaux (Szyszka & Kyriazakis, 2013). Cette étude, menée sur
des jeunes bovins naifs, a comparé 3 groupes infestés expérimentalement avec 3 doses différentes de
larves L3 d’Ostertagia ostertagi (75 000, 150 000, 300 000) a 3 reprises (JO, J7, J14) avec un groupe
témoin non infesté. Le suivi a été réalis¢ pendant 55 jours. Des pertes de poids ont pu étre observées
dans les 2 groupes les plus infestés au bout de 23 jours, mais seul le groupe le plus infesté a présenté
une perte de poids continue jusqu’a la fin de 1’essai, alors qu'un gain de poids compensatoire a été
observé dans le groupe moyennement infesté a partir du 30°™ jour. De plus, dans le groupe le plus
infesté, des changements dans le comportement général des animaux ont été observés (+25% temps
couché, -34% de déplacements) mais sans effet significatif objectivé sur la prise alimentaire. Enfin,
aucune différence significative n’a ét¢ mise en évidence sur la prise de poids entre le groupe témoin
et le groupe faiblement infesté (75 000), confirmant qu’un taux d’infestation minimal est requis pour

avoir un impact négatif sur la croissance des jeunes bovins.
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Ce retard de croissance, plus ou moins important selon la charge parasitaire accumulée lors de la
1% saison de pature, va également impacter la croissance des animaux jusqu’a la fin de la 2°™ saison
de pature, méme si un gain de poids compensatoire peut étre observé lorsque les bovins sont traités
avec un anthelminthique (Charlier et al., 2009). De plus, ce retard de croissance va aussi engendrer
des pertes économiques ultérieures par un retard de I’age au premier vélage et une diminution de la
production laitiére lors de la 1% lactation (Zanton & Heinrichs, 2005). En effet, il existe une relation
entre le gain moyen quotidien (GMQ) et le poids au vélage sur la quantité de lait produite lors de la
1% Jactation. Le GMQ a aussi un effet sur le taux protéique du lait, alors que le taux butyreux reste
relativement constant malgré les variations de GMQ. Des pertes supplémentaires sont aussi a prendre
en compte, par un rallongement du temps nécessaire pour atteindre un poids suffisant pour la mise a
la reproduction, augmentant ainsi la durée de la phase improductive des génisses qui génére des cofits
alimentaires non compensés a ce stade.

Les infestations par les SGI chez les jeunes bovins peuvent donc avoir des conséquences sur les
productions des adultes mais les pertes économiques chiffrées sont difficilement estimables.
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II. Problématiques actuelles de I’usage des anthelminthiques

Pour limiter ou éviter les conséquences cliniques et zootechniques des infestations par les SGI
des jeunes bovins en 1°° saison de pature, I’'usage des anthelminthiques chimiques usuels disponibles
actuellement présente I’avantage d’avoir une action rapide avec peu de contraintes pratiques. Méme
si cette utilisation génére un cot, elle peut apporter des résultats satisfaisants dans certains élevages
et encourager leur usage de fagcon répétée, parfois excessive ou inappropriée, souvent sans ¢valuation
préalable du risque parasitaire.

Cependant, les risques liés a leur utilisation sont nombreux, et les problématiques concernant les
résistances, les impacts environnementaux et le développement retardé de I’immunité sont de plus en
plus mises en avant. D’ailleurs, la visite sanitaire 2020 en filiére bovine qui porte sur les enjeux liés
a 'utilisation des antiparasitaires s’intégre dans cette initiative et offre un support plutodt intéressant
pour aborder ces risques avec les €leveurs et le principe de gestion intégrée du parasitisme propre a
chaque ¢levage.

Cette partie va détailler les trois principales problématiques liées a I'usage des anthelminthiques.

a) Résistances aux anthelminthiques

La résistance aux anthelminthiques se définit comme la capacité héritable de certains parasites a
survivre a une dose d’anthelminthique normalement efficace. En pratique, un parasite est considéré
comme résistant s’il n’est pas éliminé avec la dose recommandée dans le RCP de 1I’anthelminthique.
Cette aptitude, génétiquement transmissible a la descendance, repose sur une ou plusieurs mutations
aléatoires et spontanées de certains geénes, et a faible fréquence dans la population parasitaire (point
A de la figure 4). De ce fait, les all¢les conférant une résistance aux anthelminthiques préexistent en
trés faible proportion au sein des populations de SGI encore non-exposées. La premicre exposition a
un anthelminthique donné ne fait donc que sélectionner les individus déja résistants naturellement.
La résistance présente a ce moment un avantage sélectif sur la survie des parasites, ce qui n’est pas
le cas avant que la population de SGI soit exposée pour la premiere fois. Cependant, les individus
dits résistants, pouvant étre considérés comme tolérants a la dose usuelle, peuvent étre €liminés en
¢tant exposés a une dose plus élevée de la méme molécule anthelminthique.

Certaines pratiques de traitement contribuent a exercer une pression de sélection importante sur
les populations de SGI et constituent des facteurs de risque dans 1’apparition des résistances (Torres-
acosta & Hoste, 2008). L’utilisation itérative de la méme famille anthelminthique, la fréquence des
traitements et 'usage de molécules rémanentes sont en effet des pratiques a risque.

Depuis I’apparition sur le marché de la famille des benzimidazoles en 1961 avec le thiabendazole,
leur utilisation s’est rapidement généralisée dans de nombreux pays. Dés 1964, des cas d’inefficacité
ont été rapportés chez les ovins pour H. contortus et chez les équidés pour les cyathostomes. Par la
suite, les résistances aux benzimidazoles se sont largement répandues et concernaient de nombreuses
especes de nématodes chez les ovins et les équins.

Une nouvelle famille de molécules AH a donc été développée au début des années 80, les lactones
macrocycliques, sous la forme de formulations « pour-on », révolutionnant le mode de traitement et
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offrant de nouveaux choix de molécules dans 1’arsenal thérapeutique disponible pour lutter contre les
SGI. Ces formulations ont été trés rapidement et largement adoptées par les éleveurs en raison de la
facilité d’administration des spécialités et la possibilité de traiter en une seule fois les animaux contre
les parasites internes et externes. Seulement, le comportement naturel de Iéchage des bovins influence
la biodisponibilité des molécules (proportion de la substance active qui atteint la circulation sanguine
sous forme inchangée). Laffont et al. (2003) ont montré que jusqu’a 76 % de la dose administrée en
« pour-on » est en réalité¢ absorbée par auto- et allo-léchage, et que ce comportement détermine en
grande partie les profils de concentration systémique observés par rapport au passage transdermique
initialement recherché, les taux plasmatiques atteints étant trés variables en fonction de la quantité
ingérée. Par ailleurs, 1’allo-1échage entraine une exposition partielle des animaux non traités. Le sous-
dosage constitue un facteur de risque important sur I’apparition des résistances lors de 1’utilisation de
formulations « pour-on » en raison des variations importantes de biodisponibilité entre les animaux
traités et ceux non traités. En effet, pour I’ivermectine par exemple, les concentrations plasmatiques
peuvent varier de 0,1 a 1 ng/mL et I’efficacité anthelminthique, évaluée sur la réduction de I’excrétion
fécale d’ceufs, varie entre 30 et 80 % chez les génisses non traitées (Bousquet-mélou et al., 2011). 11
parait donc difficile voire illusoire de garantir que la dose recommandée soit réellement disponible a
I’¢échelle individuelle.

C’est pourquoi les lactones macrocycliques constituent actuellement la famille présentant le plus
de facteurs a risque chez les bovins en raison de leur utilisation fréquente et parfois exclusive dans
les élevages sous forme de formulations « pour-on » et rémanentes.

A chaque répétition du méme traitement, la fréquence des alléles de résistance augmente dans les
générations parasitaires successives (Jacquiet et al., 2014). La diffusion de la résistance au sein des
populations parasitaires est donc un phénomene progressif et évolutif sous 1’effet de la pression de
sélection exercée par les traitements anthelminthiques. La résistance peut étre détectée avec différents
tests, comme le test de réduction d’excrétion fécale post-traitement (TREF), facilement réalisable et
accessible sur le terrain. Si cette réduction est inférieure a 95 %, la résistance est considérée comme
avérée avec au moins 25 % des parasites déja porteurs des alleles de résistance (point B sur la figure
4). La perte d’efficacité du traitement devient cliniquement visible quand la réduction d’excrétion
fécale est inférieure a 80 % et qu’environ 20 % des individus sont homozygotes résistants (point C).

Cette distinction entre la détection de la résistance au seuil de 95 % et le constat d’un échec de
traitement apparent au seuil de 80 % doit donc étre prise en compte et justifie la nécessité de détecter
le plus précocement possible la résistance pour ralentir la propagation des alleles de résistance dans
la population parasitaire.
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Figure 4 : Effet de la pression de sélection sur [’apparition des résistances (Jacquiet et al., 2014)

L’usage des anthelminthiques a souvent été restreint aux bovins en 1°° saison de pature comme
solution de controle des infestations par les SGI pour limiter 1’apparition de manifestations cliniques
chez ces animaux au départ naifs donc plus sensibles. Les traitements étaient couramment utilisés au
début de la saison de paturage pour prévenir le recyclage parasitaire a partir des larves infestantes
transhivernantes présentes sur les parcelles a la mise a I’herbe (Charlier et al., 2009). L utilisation des
anthelminthiques en 2°™ saison de paturage et aussi lors des saisons suivantes s’est plus récemment
développée, en raison des effets bénéfiques observés sur les productions des animaux (production
laitiere, conformation et qualité de la carcasse), et le recours a des molécules avec un temps d’attente
nul dans le lait. Aujourd’hui, I’apparition de résistances aux anthelminthiques strongylicides est de
plus en plus décrite chez les bovins, notamment dans la famille des lactones macrocycliques, tandis
que celle des benzimidazoles semble plutdt épargnée pour ’instant. Le tableau [ présente les trois
familles de molécules utilisables chez les bovins contre les SGI.
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Tableau I : Principaux anthelminthiques strongylicides utilisés chez les bovins en France

. . i Voie(s) Spectre
Famille Mode d’action Molécule(s) . . s
d’administration d’activité
.. Activiteé
Liaison avec la - ..
) e adulticide et
tubuline et inhibition o
L Fenbendazole larvicide sur les
de la polymérisation
i crotubul Oxfendazole strongles
_ en microtubules , . o
Benzimidazoles o Albendazole* Voie orale digestifs et
Inhibition de la , i
, Fébantel pulmonaires
fumarate réductase et . .
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Face a ce constat, I’Agence européenne du médicament (EMA) a tiré la sonnette d’alarme et a
publi¢ en 2016 une note technique avec des recommandations pour lutter contre les résistances aux
anthelminthiques, notamment par un usage plus rationné des anthelminthiques en ciblant les périodes
arisque et en sélectionnant les individus a risque avéré. Pour cela, la note insiste particuliérement sur
le recours préalable au diagnostic parasitologique avant tout traitement pour bien choisir les animaux
a traiter.

Le choix de traitements ciblés et sélectifs a pour objectif de diminuer la pression de sélection sur
les populations parasitaires et de ménager une population refuge constituée de parasites non exposés
au traitement anthelminthique. Cette notion de « population refuge » introduite au début des années
2000 est désormais largement reconnue comme un concept fondamental et essentiel pour lutter contre
les résistances. Le principe repose sur une population suffisante d’individus sensibles dans laquelle

les individus résistants vont pouvoir étre dilués, de maniére a freiner la diffusion de la résistance au
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sein de la population parasitaire (Besier, 2012). Cette population refuge est constituée par les stades
larvaires libres présents dans le milieu extérieur, les stades parasitaires chez les animaux non traités,
et les larves en hypobiose non atteintes par 1’action strongylicide (sauf en cas d’usage des lactones
macrocycliques).

La taille de la population refuge est variable selon la période au cours de la saison de paturage.
En effet, a la mise a I’herbe au printemps, peu de larves sont présentes sur les patures, le refuge est
donc constitué quasi exclusivement des stades parasitaires chez les animaux, ce qui réduit fortement
la taille de la population refuge, encore plus si les animaux sont traités a cette période. Inversement,
au début de I’été, les larves accumulées au fur et a mesure des générations parasitaires successives
sont abondantes, permettant d’avoir une population refuge de grande taille. L’évolution saisonniére
de la taille de la population refuge doit donc étre prise en compte avant chaque décision de traitement
pour limiter la propagation des résistances au sein des populations parasitaires de SGI. C’est pourquoi
un traitement suivi du déplacement des animaux sur une parcelle peu contaminée (« dose and move »)
constitue une pratique a risque exercant une forte pression de sélection et empéchant la création d’une
population refuge suffisamment importante (Torres-acosta & Hoste, 2008).

En mai 2017, PEMA a publié une nouvelle note de réflexion sur I’autorisation des médicaments
vétérinaires contenant des substances ayant des caractéristiques de persistance, de bioaccumulation
ou toxiques. Elle concerne la famille des lactones macrocycliques et insiste particulierement sur les
risques environnementaux liés a I'utilisation de ces molécules. Elle rappelle aussi I’importance de
privilégier des approches alternatives non chimiques pour contrdler ces infestations.

La problématique des résistances aux anthelminthiques dans les élevages de bovins est donc une
préoccupation d’actualité, incluse dans une volonté plus globale de limiter les intrants chimiques, a
la fois pour des raisons économiques, environnementales, et méme sociétales. La famille des lactones
macrocycliques est la plus surveillée chez les bovins.

Chez les bovins, les signalements de résistance aux anthelminthiques sont plus récents et moins
fréquents que chez les petits ruminants. Ils sont en augmentation depuis les années 2000, surtout dans
certains pays de I’hémisphere Sud (Nouvelle-Zélande, Argentine, Brésil) ou la situation est déja tres
préoccupante.

Le 1° cas de résistance mis en évidence chez les bovins a été décrit en 1998 dans un élevage
laitier au Royaume-Uni et confirmé par infestation expérimentale et bilan parasitaire (Coles et al.,
2001). 1l concernait Cooperia vis-a-vis de I’ivermectine. Deux études multicentriques ont été par la
suite réalisées en Europe en se basant sur le test de réduction d’excrétion fécale post-traitement.

La 1% étude multicentrique, menée en 2006-2007 dans 20 troupeaux bovins laitiers en Suéde,
Allemagne et Belgique, a évalué les résistances a I’ivermectine et a I’albendazole (Demeler et al.,
2009). Pour I’ivermectine, six troupeaux sur vingt ont présenté une réduction de I’excrétion fécale
post-traitement inférieure a 95 %, seuil en-dessous duquel la résistance est considérée comme avérée
(Coles et al., 1992). Dans ces lots, les coprocultures ont mis en évidence une majorité de larves de
Cooperia oncophora, ainsi que des larves d’Ostertagia ostertagi. Concernant I’albendazole, une
réduction coproscopique post-traitement de 100 % a été observée dans les 12 troupeaux testés. De
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plus, le suivi sur 4 ans d’un ¢élevage inclus dans cette étude a révélé une majoration de la résistance
pour I’ivermectine (73 a 0 %), ainsi qu’une réduction de I’excrétion fécale post-traitement insuffisante
pour la moxidectine (< 95 %).

Une 2°™ étude multicentrique, menée en 2011 et 2012 dans 40 troupeaux bovins laitiers répartis
dans différents pays d’Europe (France, Italie, Allemagne, Royaume-Uni), a confirmé 1’émergence
des résistances aux lactones macrocycliques, en particulier dans le genre Cooperia (Geurden et al.,
2015). Deux raisons principales ont été avancées pour expliquer cette fréquence de résistances plus
élevée chez Cooperia : d’abord la moindre sensibilité aux lactones macrocycliques potentiellement
en lien avec des concentrations d’anthelminthiques atteintes dans I’intestin gréle plus faibles que dans
la caillette, puis la plus grande prolificité de Cooperia spp par rapport a O. ostertagi qui justifierait
I’apparition plus précoce de la résistance au sein des populations parasitaires. En France, les auteurs
ont montré que sur un nombre total de huit élevages enquétés dans le Grand-Ouest, trois ¢levages
présentaient une résistance a I’ivermectine et cinq ¢levages a la moxidectine. Les résultats obtenus
étant limités a une zone géographique restreinte et comme les informations a 1’échelle nationale sont
trés peu nombreuses, I’ampleur de ce phénomene de résistance pour les lactones macrocycliques est
en réalité difficile a évaluer avec des données de prévalences précises et représentatives. Néanmoins,
les données disponibles jusqu’a présent chez les bovins suggerent des efficacités insuffisantes avec
les lactones macrocycliques sur Cooperia spp et un maintien de 1’efficacité¢ des benzimidazoles, qui
devront étre confirmées par des enquétes épidémiologiques plus importantes.

Une récente étude réalisée en 2019 sur 35 troupeaux bovins laitiers (20) et allaitants (15) dans le
Grand-Ouest s’est portée sur la résistance aux benzimidazoles en se basant sur le test d’éclosion des
ceufs et la recherche de mutations sur le géne de résistance de la B-tubuline par PCR chez Cooperia
spp et Ostertagia ostertagi suivi de pyroséquencage. Les résultats ont montré dans tous les ¢levages
une fréquence de 1’alléle résistant de la B-tubuline inférieure a 10 % pour les 2 especes étudiées, seuil
de mutation au-dessus duquel une résistance est actuellement considérée comme présente (Bertocchi,
2019 ; Hirschauer, 2019).

La situation épidémiologique sur les résistances aux anthelminthiques chez les bovins se base sur
peu d’études, contrairement aux petits ruminants chez lesquels le phénomene est largement décrit.
Les cas qui sont signalés concernent le plus souvent Cooperia spp, genre pour lequel une immunité
protectrice se met rapidement en place (4 mois) et considéré comme moins pathogeéne qu’Ostertagia
ostertagi. De ce fait, trés peu de conséquences, a la fois cliniques et zootechniques, sont visibles pour
alarmer les éleveurs, ce qui favorise le développement a bas bruit des résistances dans les troupeaux.
De plus, les SGI des bovins présentent des facteurs protecteurs propres qui peuvent aussi expliquer
le faible nombre de signalements, avec les bouses qui jouent le role de réservoir et assurent un refuge
environnemental des stades larvaires, contrairement aux féces de petits ruminants plus sensibles a la
sécheresse. De méme, les spécificités de conduite de paturage inhérentes au systéme allaitant avec la
pratique d’un paturage commun des différentes classes d’ages permettent un échange continu des
parasites entre les jeunes et les adultes avec une dilution des parasites résistants dans une population
parasitaire sensible (Gerald C. Coles, 2002). Enfin, ’importance de 1’acquisition de I’immunité chez
les bovins, par rapport aux petits ruminants, peut conduire a une moindre fréquence d’utilisation des
traitements anthelminthiques, limitant les éventuelles suspicions de résistances face a des échecs de
traitement.
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b) Impact environnemental : probléme de I’écotoxicité des anthelminthiques

Les résidus des anthelminthiques (AH) utilisés chez les bovins sont excrétés majoritairement dans
les maticres fécales, quelle que soit la voie d’administration, et peuvent avoir un impact délétere direct
sur la faune non-cible, sur les organismes invertébrés terrestres et aquatiques, et indirectement sur les
especes incluses dans les réseaux trophiques dont le régime alimentaire comprend ces invertébrés
(Lumaret et al., 2012). Pour mieux évaluer I’impact environnemental des anthelminthiques, plusieurs
critéres ont été établis (McKellar, 1997) :

e Les effets déléteres directs et indirects de la substance active de I’anthelminthique ou de ses
métabolites sur les organismes non-cibles.

e La quantité de substance active excrétée dans 1’environnement : elle dépend de la quantité
administrée, de la voie d’administration, de la métabolisation de 1’anthelminthique, de la voie
et de I’intensité d’excrétion des résidus présentant une activité biologique.

e La temporalité de I’excrétion : I’excrétion de résidus biologiquement actifs est d’autant plus
longue que la rémanence de I’anthelminthique chez I’hote est importante.

e La stabilit¢ dans I’environnement et 1’activité de la substance biologiquement active dans les
bouses.

¢ Enfin, la contribution d’autres facteurs environnementaux (lumiére, pluie,...).

De nombreuses études ont mis en évidence les effets des anthelminthiques sur 1’environnement
et particuliérement sur la faune non-cible. La famille des lactones macrocycliques (LM), constituée
des avermectines (ivermectine, doramectine, éprinomectine) et des milbémycines (moxidectine), est
particuliérement visée en raison de son large spectre d’activité (insectes, acariens, nématodes) qui
augmente considérablement le risque d’affecter des especes non-cibles. De plus, les LM peuvent
s’accumuler dans le tissu adipeux des animaux et subir assez peu de biotransformations, entrainant
une excrétion fécale prolongée sous la forme de résidus actifs. Leurs propriétés physico-chimiques
les rendent faiblement biodégradables avec une forte affinité pour les mati¢res organiques et le sol,
ce qui leur permet de persister dans I’environnement a des concentrations relativement élevées pour
avoir un impact écotoxique sur les patures (McKellar, 1997). La contamination de 1’environnement
peut aussi avoir lieu suite a I’épandage de fumier sur des terres arables.

Parmi les lactones macrocycliques, les avermectines sont considérées comme les plus écotoxiques
pour la microfaune coprophage prairiale qui participe a la dispersion et a la dégradation des bouses
des bovins. Elles sont principalement excrétées par voie fécale, I’excrétion urinaire ne représentant
que 2 % de la dose initiale administrée.

I1 existe actuellement en France deux voies d’administration de I’ivermectine chez les bovins : la
voie parentérale (sous-cutanée) et la voie cutanée (pour-on). Depuis 2003, les bolus intra-ruminaux
d’ivermectine ne sont plus commercialisés. Ces dispositifs a libération séquentielle entrainaient une
excrétion fécale jusqu’a 120 jours apres administration avec une concentration élevée et stable a 1,18
ug/g (Alvinerie et al., 1999). Ils ont été retirés du marché justement en raison de I’accumulation des
résidus dans I’environnement engendrée par ce dispositif a longue action (Ministere de la santé et de
la protection sociale, 2004). Concernant les deux autres voies d’administration de 1’ivermectine, il a
¢té montré que la concentration fécale initiale suite a une administration « pour-on » est nettement

supérieure a celle obtenue par voie sous-cutanée (17,1 pg/g contre 1,38 ng/g, respectivement a 2 et 3
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jours post-traitement) mais les valeurs deviennent similaires a partir du 5™ jour (Herd et al., 1996).
Dans les deux cas, les résidus d’ivermectine restent détectables dans les féces jusqu’a 28 jours apres
administration du traitement. Cependant, les données disponibles sur les concentrations fécales et la
durée de persistance de 1’ivermectine dans les bouses sont nombreuses et donnent des résultats tres
variables selon les études.

L’influence de certains facteurs climatiques sur la dégradation des résidus d’ivermectine a aussi
été étudiée. La photodégradation a pu étre évaluée en suivant I’évolution des concentrations fécales
d’ivermectine a la surface et a I’intérieur des bouses. Aucune différence significative n’a été mise en
¢vidence entre la crolite formée en surface par la dessiccation superficielle et des portions de bouses
prélevées plus en profondeur (McKellar, 1997). L’ivermectine est donc trés peu photodégradée. De
plus, le lessivage par I’eau de pluie est assez limité du fait de la forte affinité de I’ivermectine pour la
matiere organique et le sol.

Les avermectines ont des effets 1étaux sur les insectes adultes et les stades larvaires plus sensibles.
L’effet larvicide est particulierement marqué avec 100 % de mortalité observée sur les bouses jusqu’a
plusieurs semaines apres traitement. Des effets sub-1étaux sont aussi décrits sur la croissance, la mue
et la reproduction des insectes (McKellar, 1997). Les coléopteres et les dipteres sont particulierement
touchés (Gover et al., 1995 ; Floate, 1998). Ces effets larvicides peuvent néanmoins étre avantageux
en limitant la prolifération de certaines espéces de mouches considérées comme nuisibles dans les
¢levages (Haematobia irritans, Musca autumnalis, M. vetustissima) car sources de nuisances chez
les bovins avec un impact potentiellement non négligeable sur les productions (GMQ), et aussi sur
I’extension de Stomoxys calcitrans, mouche piqueuse qui peut jouer un rdle vecteur dans certaines
maladies, comme la besnoitiose bovine et la dermatose nodulaire contagieuse. Cependant, certaines
mouches considérées comme non nuisibles (Muscoids, Cyclorrapha) et les bousiers (Copris, Onitis,
Onthophagus, Bubas, Aphodius) sont négativement impactés (Lumaret et al., 2012).

En revanche, les avermectines ne présentent pas de phytotoxicité. En effet, ni la germination ni
la croissance des plantes n’est affectée par I’ivermectine. L’ activité microbienne dans le sol n’est pas
non plus altérée. De méme, la pédofaune présente dans la couche superficielle du sol ne semble pas
impactée, en particulier les populations de vers de terre (Svendsen et al., 2003).

Les insectes coprophages, et notamment les bousiers, jouent un role essentiel dans I’écosysteme
paturé en permettant, d’une part, une aération des bouses par le creusement de galeries qui assurent
le ruissellement et la percolation des eaux de pluie en surface et a travers le sol, et d’autre part, une
action mécanique de dégradation et d’enfouissement de la maticre fécale qui permet une fertilisation
naturelle des parcelles par une meilleure disponibilité en azote dans le sol pour la végétation prairiale.
De plus, les bousiers participent a 1’assainissement parasitaire des patures grace a leur activité de
brassage qui favorise la destruction des ceufs (Lumaret, 1986) et limite le développement larvaire des
parasites des bovins (Fincher, 1981).

Dans les régions tempérées et humides, le travail de décomposition des insectes coprophages, qui

ne représente que 2 a 5 % du processus global de dégradation des bouses (Lumbreras et al., 2000),
est relayé par I’action conjuguée de la pluie et de nombreux autres invertébrés du sol comme les vers
de terre. Le role des insectes coprophages est donc d’autant plus important dans les milieux chauds
et secs ou la présence de lombrics et les précipitations sont plus limitées. En assurant une dégradation
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rapide et efficace des bouses, ces insectes permettent donc d’éviter leur accumulation sur les parcelles
et favorisent la repousse végétale, limitant la perte de surface paturée par les bovins autour des bouses,
qualifiée de zone de refus. De ce fait, ils contribuent a une utilisation optimale des parcelles par les
animaux.

L’équilibre et la diversité de 1’écosystéme prairial sont essentiels au renouvellement de 1’herbe
sur les patures. La perturbation de cet équilibre peut avoir des conséquences sur la productivité des
prairies et donc sur les choix de conduites de paturage des ¢leveurs.

D’autres facteurs influencant la dégradation des bouses peuvent aussi étre évoqués, en plus des
insectes coprophages, de la pédofaune et des conditions météorologiques, comme le piétinement des
bouses par les animaux et la présence d’oiseaux entomophages.

La moxidectine, appartenant aux milbémycines, est moins toxique, de méme que les résidus des
benzimidazoles et du lévamisole qui ont peu d’impact sur la faune non-cible (Lumaret et al., 2012 ;
McKellar, 1997).

En effet, les études sur les benzimidazoles montrent que les effets écotoxiques des résidus excrétés
sont trés faibles voire négligeables. La concentration fécale décroit assez rapidement (4 jours pour
I’albendazole, 7 jours pour I’oxfendazole). De plus, I’administration d’un bolus d’oxfendazole chez
des bovins en 1°° saison de paturage délivrant 5 doses de 750 mg a intervalles réguliers d’environ 3
semaines n’a pas mis en évidence d’effet délétere sur le nombre de vers de terre ni sur la dégradation
des bouses sur I’ensemble de la période d’action du dispositif par rapport aux animaux témoins non
traités (Lumaret et al., 2012).

Le lévamisole semble également avoir peu d’impact. Il est peu métabolisé donc largement excrété
par voie urinaire sous sa forme initiale inchangée. Peu d’informations sont disponibles sur les effets
écotoxiques des résidus excrétés dans les urines car il est difficile de mener des études appropriées.
De plus, I’utilisation du lévamisole dans les élevages bovins laitiers est assez limitée en raison de
I’absence de limite maximale de résidus pour le lait. Il y a donc assez peu de recul sur cette molécule
anthelminthique.

Si beaucoup de connaissances ont déja pu étre accumulées, de nombreuses questions persistent
pour mieux évaluer I’impact environnemental des anthelminthiques. La complexité des interactions
au sein de 1’écosysteme et les nombreux facteurs de variation potentiels doivent étre pris en compte
et compliquent cette évaluation. Les différentes données sur la dynamique des populations d’insectes
permettent d’anticiper les risques écotoxiques. De ce fait, il est possible de minimiser I’impact sur les
especes non-cibles en évitant 1’utilisation des avermectines, qui ont un effet larvicide trés important,
pendant la période critique de reproduction des insectes coprophages, en particulier des coléopteéres,
qui s’étend de mai a aoiit en France (Ravinet et al., 2017).

L’impact environnemental des AH, et particulicrement des avermectines, est donc un probléme
supplémentaire majeur qui doit motiver une réduction de I’utilisation de traitements rémanents a large
spectre. Si I’impact de ces molécules sur les écosystémes paturés a pu €tre souvent négligé, les effets
écotoxiques liés a leur usage sur les organismes non-cibles sont dorénavant largement pris en compte
pour justifier la rationalisation des traitements et le développement de nouvelles stratégies de maitrise
des infestations par les SGI.
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¢) Retard dans ’acquisition de 'immunité

Les bovins acquicrent progressivement une immunité spécifique d’espece dite concomitante (ou
immunité de prémunition) qui nécessite un contact régulier avec les parasites pour étre entretenue.
Comme la mémoire immunitaire anti-parasitaire est limitée, elle peut disparaitre assez rapidement en
I’absence de parasites. Cette immunité permet d’installer un équilibre dynamique entre 1’hote et les
parasites et de maintenir une charge parasitaire a un niveau relativement stable et faible.

En effet, lors d’une infestation par Ostertagia ostertagi, plusieurs effets liés au développement de
I’immunité vont se succéder dans le temps (Klesius, 1988). Dans un premier temps, I’immunité va
permettre de réduire la taille des vers adultes et la fécondité des femelles matures qui excretent alors
moins d’ceufs dans les matieres fécales de 1’hote. Ensuite, elle favorise I’enkystement des larves L4
dans la muqueuse de la caillette. Enfin, elle diminue le taux d’installation en limitant I’implantation
des larves L3 ingérées dans la muqueuse et facilite I’expulsion des vers adultes. De ce fait, les bovins
immuns excretent peu d’ceufs, hébergent pour la plupart peu de parasites et en majorité des larves L4
en hypobiose (figure 5).
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Figure 5 : Conséquences de l'acquisition de l'immunité chez les bovins contre Ostertagia ostertagi
(Ravinet et al., 2015)
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La réponse immunitaire des bovins face aux SGI comprend une réponse innée faisant intervenir

des mécanismes non spécifiques et une réponse adaptative, composante essentielle de la réponse face

aux SGI. Quatre étapes principales composent le déroulement de la réponse immunitaire adaptative

dans les strongyloses gastro-intestinales (figure 6) :

1))

2)

3)

4)

Présentation des antigénes parasitaires par des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) aux
lymphocytes T CD4+ dans les structures lymphoides disséminées tout au long de la muqueuse
digestive (plaques de Peyer, GALT).

Orientation de la réponse immunitaire vers une des deux voies de polarisation (Th1 ou Th2).
De fagon dichotomique, la réponse de type Thl est davantage initiée lors d’infections intra-
cellulaires (virus, bactéries, protozoaires), alors que la réponse de type Th2 intervient lorsqu’il
s’agit de parasites extra-cellulaires.

Lors de la réponse Th2, les lymphocytes T CD4+ produisent de I’IL-4, cytokine clé de cette
voie indispensable pour induire une réponse efficace et protectrice. Cette réponse Th2 semble
la voie de polarisation majeure lors des études chez des modeles murins. Chez les bovins, les
deux voies semblent mises en jeu.

Mise en place des différents effecteurs de cette réponse (cellules et anticorps) : activation des
¢osinophiles, différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps.

Conséquences sur les SGI précédemment détaillées : diminution de la fécondité des femelles,
diminution de la taille et de la survie des adultes, enkystement des larves L4, diminution de
I’installation des larves L3 dans la muqueuse digestive.
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Figure 6 : Organisation générale de la réponse immunitaire adaptative contre les SGI
(C. Lacroux, 2006, dessiné par Y. Gras, ENVT)
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De nombreuses cytokines interviennent dans la réponse immunitaire (Moreau & Chauvin, 2010) :

- Interleukine 4 (IL-4) : elle est a I’origine de I’orientation vers une réponse de type Th2 et de
la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’anticorps de type IgE.
La différenciation de clones de lymphocytes T CD4+ naifs en cellules productrices d’1L-4 est
donc I’étape déterminante pour la mise en place d’une réponse Th2 efficace et protectrice.

- IL-5: elle stimule la formation des éosinophiles.

- IL-13: elle présente des fonctions similaires a I’IL-4 et intervient dans la phase effectrice de
I’inflammation (activation des macrophages, notamment en cellules M2 qui synthétisent I’IL-
10 impliquée dans la cicatrisation cellulaire) et le développement de la fibrose.

- IL-10 : elle a des effets anti-inflammatoires.

- Interféron y (IFNy) : il s’agit d’un facteur majeur de régulation de la réponse de type Thl qui
présente un effet antagoniste vis-a-vis de 1’IL-4, favorisant la survie des SGI.

De ce fait, lors d’une infestation par les SGI, la polarisation vers une réponse de type Th2 n’est
pas aussi nette que chez les modeles murins. En effet, la majorité de plus de 60 clones de lymphocytes
T antigene-spécifique étudiés chez les bovins co-expriment a la fois I’IL-4 et I’'IFNy et des profils
cytokiniques polarisés sont peu observés (Brown et al., 1998). De plus, lors d’une primo-infestation
par O. ostertagi chez des veaux, ’analyse par RT-PCR de la transcription des ARNm de différentes
cytokines produites par des lymphocytes issus de la muqueuse abomasale révele une sur-expression
de I'lL-4 et I’IFNy a 10 et 60 jours post-infestation (Almeria et al., 1997). La réponse immunitaire
adaptative face a la présence de SGI chez les bovins est donc complexe et une réponse mixte Th1/Th2
est plutot avancée, méme si une polarisation vers la voie Th2 semble privilégiée. La plupart des études
ont été réalisées in vitro sur des cellules cultivées puis soumises a des stimuli spécifiques et ne rendent
pas forcément compte des modifications dynamiques sur de plus longues périodes ayant lieu in vivo
lors de I’infestation des animaux. De ce fait, il persiste encore des interrogations sur les mécanismes
effecteurs intervenant dans la mise en place d’une réponse immunitaire précoce et protectrice lors des
strongyloses digestives chez les bovins.

L’infestation par O. ostertagi induit donc chez 1’hote une réponse immunitaire a la fois humorale
et cellulaire. Les vers adultes sont capables de moduler cette réponse immunitaire, ce qui faciliterait
leur survie et expliquerait le temps nécessaire a I’acquisition compléte de I’immunité (Klesius, 1993).
En effet, les PES des parasites interagissent avec les cellules immunitaires et permettent de réguler
leur activité, indépendamment de I’influence des molécules immunorégulatrices de 1’hote comme les
cytokines.

Le développement d’une immunité compléte et efficace nécessite un temps de contact de plusieurs
mois avec les larves L3 infestantes présentes sur les patures. Cette durée est variable selon I’espece
de SGI. On parle de temps de contact effectif (TCE). L’ immunité acquise contre Ostertagia ostertagi
se développe lentement et complétement aprés environ 8 mois de contact, alors que 1’acquisition de
I’immunité dirigée contre Cooperia oncophora se fait plus rapidement en 4-5 mois. En pratique, cela
signifie qu’une immunité protectrice et efficace est complétement installée en 1% saison de paturage
pour C. oncophora, mais seulement en 2°™ saison de paturage pour O. ostertagi.
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L’installation de I’immunité chez les jeunes bovins peut étre impactée par certaines pratiques de
traitement, comme [’utilisation excessive de traitements AH rémanents qui réduit fortement la durée
et I’intensité de contact avec les parasites. En effet, la charge parasitaire a une influence directe sur
la qualité de 'immunité induite (Eysker et al., 2000). Ces traitements permettent a la fois d’éliminer
les stades parasitaires chez 1I’hote et de limiter ’apparition de nouvelles larves L3 sur les patures, ce
qui permet d’assainir progressivement les parcelles et de prévenir les réinfestations pendant la durée
de rémanence. Des génisses « surtraitées » sont donc peu infestées et développent peu d’immunité.
D’autres facteurs peuvent altérer le développement de I’immunité, comme les périodes de sécheresse
pendant lesquelles le contact avec les larves L3 infestantes est limité voire interrompu, ou le nombre
de saisons de paturage des génisses avant le premier vélage.

Une utilisation excessive des anthelminthiques, notamment ceux rémanents, diminue le contact
des animaux avec les parasites et donc le développement de I’immunité. Il est difficile de trouver un
compromis entre le contact avec les SGI pour développer une immunité protectrice et une pression
d’infestation suffisamment faible pour éviter des conséquences zootechniques ou des manifestations
cliniques chez les jeunes animaux. Des mauvaises pratiques de traitement vont étre déléteres a la fois
pour le pré-troupeau, mais aussi par la suite pour les bovins adultes. En effet, les vaches issues d’un
pré-troupeau ou le temps de contact avec les SGI est faible (inférieur a 8 mois) montrent un gain de
production laitiére post-traitement, ce qui indique que ces individus sont moins immunisés donc plus
fortement infestés par les SGI (Ravinet et al., 2014). Des traitements AH supplémentaires sont donc
nécessaires pour entretenir une meilleure productivité, ce qui génere des colits en plus et augmente le
risque de développement de résistances.
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III. Stratégies alternatives de maitrise des strongyloses gastro-intestinales

Le parasitisme par les strongles digestifs est systématique dans les élevages ou les bovins paturent.
Si ’approche chimique classique avec I’utilisation des anthelminthiques souléve des problématiques
importantes sur le développement des résistances et I’impact environnemental de ces molécules, leur
usage reste indispensable et parfaitement justifié dans certaines situations. Le choix de traitement doit
étre préalablement réfléchi et non systématisé. S’il parait compliqué de totalement s’affranchir des
produits strongylicides usuels utilisés actuellement, il convient surtout de cibler les interventions en
se posant deux questions :

» Quand traiter ? : il faut déterminer les périodes a risque ou la pression d’infestation exercée
sur les animaux est maximale. Les jeunes bovins en phase d’acquisition de leur immunité sont
donc particuliérement a risque. En ciblant la période de traitement, on cherche a maintenir si
possible une population refuge effective suffisamment importante constituée des stades libres
présents dans le milieu extérieur. Des outils de modélisation, comme Parasit’sim par exemple,
existent pour évaluer plus facilement le risque parasitaire et déterminer les périodes a risque
en prenant en compte différents facteurs de variation qui seront détaillés ultérieurement. Cette
approche de risque au niveau du méme lot d’animaux se base donc sur la conduite de paturage
et permet de mettre en place une stratégie de traitement ciblé.

» Qui traiter ? : il faut définir les individus a risque, c’est-a-dire les animaux les plus parasités
ou chez lesquels le parasitisme a le plus d’impact subclinique (retard de croissance marqu¢)
ou clinique (symptomes de strongylose digestive). En sélectionnant les individus a traiter, on
cherche a ménager une population refuge de vers sensibles chez les animaux non traités. Pour
cela, plusieurs indicateurs peuvent étre utilisés pour repérer les animaux les plus infestés du
fait de la distribution agrégée des parasites dans un méme lot. Des indicateurs parasitologiques
(excrétion fécale d’ceufs de SGI, dosage du pepsinogeéne), cliniques (notes d’état corporel) et
de production (GMQ) ont été testés pour évaluer leur pertinence comme facteurs décisionnels
dans le cadre d’une stratégie de traitement ciblé et sélectif (TCS). Cette stratégie permet une
approche de risque au niveau individuel au sein d’un lot d’animaux donné.

Une étude menée en Irlande en 2015 par O’Shaughnessy et al. a évalué le potentiel de ces deux
indicateurs parasitologiques combinés au GMQ sur 96 veaux au cours de leur 1% saison de paturage
et suivis de juillet a novembre. Ils ont été séparés en 2 groupes avec un groupe contrdle entierement
traité a 3 reprises durant la saison de paturage (injection sous-cutanée d’ivermectine a JO, J42, J84)
et un groupe TCS dans lequel les individus ont été traités a partir de critéres parasitologiques d’alerte
préalablement définis (présence de larves L1 de strongles pulmonaires, excrétion fécale > 200 opg,
concentration du pepsinogéne sérique > 2 UTyr). Aucune différence significative n’a été relevée pour
le GMQ moyen (respectivement 500 g et 470 g par jour pour le groupe contrdle et le groupe TCS).
L’essai a permis une réduction de 50 % des traitements dans le groupe TCS par rapport au groupe
contrdle. Si une différence significative pour la concentration en pepsinogene sérique a été montrée
entre les 2 groupes, les taux atteints en fin de saison, respectivement 1,2 et 2,0 UTyr pour le groupe
contrdle et le groupe TCS, ne nécessitaient pas de traitement a la rentrée en stabulation.
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Cependant, cette étude présente des limites afin d’évaluer de maniére pertinente I’intérét de ces
critéres parasitologiques pour réduire ’utilisation des traitements AH dans la gestion des infestations
par les SGI. En effet, de nombreux animaux dans les deux groupes ont été exclus de cet essai car ils
présentaient de la toux évocatrice de strongylose pulmonaire due a Dictyocaulus viviparus. De plus,
la décision de traitement d’un animal dans le groupe TCS était prise a partir du moment ou des larves
de strongles respiratoires étaient observées (quel que soit leur nombre), ce qui fausse 1’évaluation de
la démarche vis-a-vis des SGI. En raison des fortes précipitations pendant la saison de paturage qui
ont favoris¢ le développement et la survie des larves sur les patures, la forte prolificité de D. viviparus,
et le manque de données sur la prise en charge des strongyloses pulmonaires subcliniques, les auteurs
ont choisi de traiter dés que des larves étaient présentes dans les feces afin de limiter le risque pour
les animaux (O’Shaughnessy et al., 2015).

Une autre étude sur la stratégie TCS basée sur le GMQ a été menée par Hoglund et al. pendant 3
saisons de paturage successives en comparant 3 groupes d’animaux différents (groupe TCS, groupe
controle positif entierement traité préventivement toutes les 4 semaines, groupe controle négatif non
traité). Une différence significative sur le GMQ et le gain de poids total cumulé par saison de pature
a été montrée entre les 3 groupes. Seulement, le seuil théorique a partir duquel les animaux doivent
étre traités n’est pas clairement fixé car il dépend du type de pature (quantité et qualité nutritionnelle
de I’herbe) et du potentiel de croissance compensatoire (Hoglund et al., 2013).

Si cette stratégie de TCS est intéressante, sa mise en ceuvre sur le terrain peut étre compliquée et
colteuse pour les éleveurs avec le suivi régulier des animaux par ces indicateurs. De plus, I’intérét et
I’efficacité du TCS dépendent de chaque conduite de paturage, ce que les essais doivent simplifier.
De ce fait, il est difficile d’extrapoler les résultats obtenus dans les différentes études en raison de la
diversité des pratiques de paturage dans les élevages. C’est pourquoi il serait intéressant de considérer
simultanément les deux approches dans une méme étude, au niveau du méme lot de bovins (conduite
de paturage) et au niveau individuel (indicateurs parasitologiques, GMQ), et de mettre en perspective
I’intérét d’une stratégie de TCS selon les modalités du systéme de paturage réellement pratiqué dans
un ¢élevage donné.

Par ailleurs, les indicateurs cliniques sont peu développés chez les bovins, contrairement en ovins
ou en caprins (score de diarrhée, systtme FAMACHA® pour estimer 1’état d’anémie des animaux en
relation avec le parasitisme par Haemonchus contortus qui est hématophage). La toux d’été est assez
caractéristique de la dictyocaulose bovine et peut étre considérée comme un critére clinique pertinent
pour traiter les animaux. Concernant les strongyloses digestives, il n’y a pas d’indicateurs cliniques
validés suffisamment fiables et spécifiques pour I’instant.

Les notes d’état corporel ont aussi été évaluées comme indicateur du niveau d’infestation par les
SGI mais ce parametre ne semble pas suffisamment robuste et sensible comme critére de décision de
traitement dans une stratégie TCS. Cependant, une tres forte corrélation positive a été montrée entre
la note d’état corporel et le GMQ (Hoglund et al., 2013).

Ces différents indicateurs sont donc pour certains des parametres intéressants et prometteurs dans
une démarche de TCS mais qui nécessitent d’autres études comparatives avec les recommandations
actuelles de contrdle du parasitisme par les SGI (en termes de traitement et de conduite de paturage)
et applicables a des conditions de terrain.
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Une autre stratégie pour contrdler I’infestation des jeunes bovins par les SGI est d’intervenir dans
la phase externe du cycle en réduisant la contamination larvaire de I’herbe et limitant 1’ingestion de
larves infestantes par les animaux en paturage. Cette approche environnementale comporte plusieurs
méthodes qui seront détaillées successivement :

» Mesures agronomiques de gestion du paturage

» Alimentation et utilisation de plantes a activité anthelminthique (plantes a tanins condensés,
plantes bioactives)

» Controle biologique (champignons nématophages, Bacillus thuringiensis)

Enfin, un autre volet d’approche dans les stratégies de maitrise du parasitisme par les SGI est une
approche immunitaire au niveau de I’hdte. Cette voie d’approche, de plus en plus étudiée, se base sur
la réponse immunitaire de 1’hote. Elle est donc intéressante chez les jeunes bovins pour stimuler de
facon précoce une réponse immunitaire dirigée contre ces parasites afin d’anticiper les conséquences
cliniques, zootechniques et économiques des infestations lors de la 1° saison de paturage.
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Figure 7 : Stratégies de contréle d'une infestation par les SGI (Merlin Aurélie, 2017)

Les différents points de contrdle dans le cycle évolutif parasitaire sont marqués par les pointillés
en rouge et les modes de contrdle sont indiqués par les lettres suivantes : A = anthelminthiques, B =
conduite de paturage, C = lutte biologique, D = alimentation, E = plantes a activité anthelminthique.

Nous développerons dans la suite les méthodes de contrdle du parasitisme par les SGI alternatives
aux anthelminthiques, c’est-a-dire celles indiquées sur la figure 7 par les lettres B, C, D et E.
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a) Mesures agronomiques de gestion du paturage

Les stratégies basées sur la gestion du paturage ont été proposées a la fin des années 60, comme
alternatives ou compléments des traitements anthelminthiques de synthése conventionnels. En effet,
certaines pratiques de gestion du paturage peuvent étre mises en place pour limiter I’infestation des
bovins par les SGI. Cette approche environnementale et agronomique peut étre divisée en 3 types de
stratégies : stratégie de prévention, stratégie d’évasion, et stratégie de dilution.

» Stratégie de prévention

Cette stratégie consiste a limiter le contact des animaux avec les parasites, en les faisant paturer
sur des parcelles peu contaminées par les larves infestantes L.3. L’objectif est de réduire au maximum
la pression d’infestation sur les animaux en utilisant des patures relativement saines ou trés faiblement
infestées qui peuvent étre obtenues par des pratiques culturales adaptées.

En effet, la mise en repos d’une prairie pour la fauche de I’herbe permet dans un premier temps
de diluer les larves L3 en laissant pousser la végétation, puis de réduire le pouvoir contaminant des
repousses. Cette mise au repos doit étre suffisamment longue, notamment en raison de la durée de
survie des larves infestantes comprise entre 6 et 12 mois dans les zones tempérées selon les especes
de SGI et les conditions de température et d’hygrométrie du milieu (Hoste et al., 2003). En pratique,
pour minorer le risque a la mise a I’herbe, cela implique de mettre les animaux sur des parcelles non
paturées au minimum depuis le mois de juillet de I’année précédente. Cependant, une partie des larves
conservent leur pouvoir infestant lors de la saison de pature suivante. Il est donc illusoire d’obtenir
un assainissement efficace et total lors d’une mise au repos d’une pature.

De plus, le labourage d’une parcelle est aussi une pratique intéressante qui va permettre d’enfouir
les larves infestantes.

Cependant, le principe de cette stratégie suppose de limiter le plus possible les contacts entre les
bovins et les parasites. Si ce contrdle est trop strict, le développement de I’immunité, en particulier
chez les jeunes bovins, peut étre compromis et retardé au-dela du premier vélage.

» Stratégie d’évasion

Cette stratégie repose sur le systeme de paturage tournant dynamique avec rotation des animaux
sur plusieurs parcelles. Les animaux sont déplacés réguliérement pour aller sur une nouvelle parcelle,
permettant ainsi d’interrompre le cycle de succession des générations parasitaires. En théorie, il serait
nécessaire de changer les animaux toutes les 3 semaines, durée correspondant a la période prépatente
et donc a I’apparition sur la pature de la nouvelle génération larvaire, sans les remettre sur la méme
parcelle avant I’année suivante. Seulement, ce schéma de rotation nécessite un nombre important de
parcelles utilisables une seule fois au cours de la saison de paturage, ce qui est difficilement applicable
sur le terrain et limite I’optimisation des surfaces paturables, la rotation étant souvent déterminée par
rapport a la pousse de 1’herbe (de 3 semaines au printemps a 40 jours en été).

C’est pourquoi la mise en ceuvre de cette stratégie doit d’abord prendre en compte les possibilités
de pratiques de paturage propres a chaque ¢élevage. Pour cela, I’utilisation d’outils de modélisation de
la conduite de paturage est intéressante pour €valuer le risque parasitaire spécifique a la situation d’un
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¢levage donné et pour élaborer un plan de controle adapté a ses contraintes. Deux outils informatiques
sont disponibles en France pour simuler ce risque : Parasit’Sim et Eva3P.

Le premier outil informatis¢, Parasit’Sim, élabor¢ par Chauvin et al. (2015), est un systéme expert
qui intégre de nombreux parametres dans la modélisation : conditions météorologiques (température,
périodes de sécheresse), conduite d’élevage (utilisation d’un traitement AH immédiat ou rémanent,
complémentation fourragere) et systéme de paturage (date de la mise a 1’herbe et de rentrée, choix
d’une conduite de paturage « type » ou saisie du planning de paturage avec le nombre de parcelles
utilisées et la durée de séjour sur chaque parcelle) pour un lot de génisses donné (1°° ou 2™ saison de
paturage, age et TCE a la mise a I’herbe). Ce systéme permet d’identifier précisément les périodes a
risque au cours de la saison de paturage. Le risque est représenté sous la forme d’une frise temporelle
colorée en fonction du nombre de générations larvaires avec lesquelles les animaux sont en contact
et correspondant a la conduite de paturage saisie (figure 8). Lorsque la contamination résiduelle est
faible a la mise a I’herbe, un risque potentiel est indiqué lorsque les bovins sont en contact avec des
larves de 3™ génération (GL3). A partir de la 5°™ génération larvaire (GL5), le risque est considéré
comme élevé.

Conduite de paturage : rotation réguliére sur 4 parcelles de début avril & début aoit puis
paturage continu sur parcelles regroupées (une couleur par parcelle)
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Figure 8 : Exemple de résultat du risque parasitaire donné par Parasit'Sim (Ravinet et al., 2019)

La période a risque s’interrompt pendant les périodes de sécheresse pendant lesquelles les larves
infestantes restent a I’intérieur des bouses et les animaux recoivent une complémentation fourragere
qui réduit fortement voire totalement la part d’herbe paturée dans la ration. Une 2°™ période a risque
peut apparaitre apres, si la parcelle a été utilisée avant ou pendant la sécheresse. On parle alors de pic
post-sécheresse correspondant a la migration massive des larves infestantes hors des bouses.

Ce systéeme expert permet aussi de simuler I’impact de différentes interventions lors de la saison
de paturage, comme une modification dans la rotation de patures ou I’utilisation d’un traitement AH.
Il prend également en compte I’installation progressive de I’immunité chez les animaux considérés
immunisés contre Ostertagia apres 240 jours (8 mois) de contact effectif avec les larves infestantes.
Cette approche modélisée, basée sur le nombre de cycles réalisés depuis la mise a [’herbe en tenant
compte de la durée d’évolution des parasites sur les patures et des dates d’apparition des générations
successives larvaires, est donc un bon outil pour avoir une vision globale et personnalisée du risque

parasitaire sur la saison de paturage, notamment dans le cadre d’une stratégie d’évasion. De plus, elle
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permet d’améliorer le planning de paturage pour les années suivantes, de cibler la période a risque
pour faire des prélevements lors d’une démarche diagnostique, et de décider si nécessaire le moment
et le type de traitement & mettre en ceuvre dans le lot de génisses.

Le second outil informatique, nommé Eva3P et développé par Merial, se base sur la modélisation
mathématique de I’ensemble du cycle parasitaire (Ravinet et al., 2017). Il prend également en compte
la conduite de paturage (succession de patures, densité animale sur chaque parcelle), la température,
I’humidité, et I’installation de I’immunité. Le risque est représenté sous la forme de graphiques avec
des courbes décrivant en fonction du temps (période de paturage) 1I’excrétion fécale d’ceufs (opg), le
nombre de larves L3 sur les parcelles, la charge parasitaire et le nombre de larves L4 en hypobiose
par animal.

Ces deux outils informatiques de modélisation permettent donc de visualiser le risque parasitaire
au cours la saison de paturage dans une démarche de contrdle des SGI chez les génisses (période sans
risque favorable a I’installation de I’immunité, rationalisation des traitements AH grace au repérage
des périodes a risque pour le lot de génisses).

Selon la modélisation du risque, un traitement AH est parfois nécessaire au début ou au milieu de
I’été quand généralement un risque potentiel apparait, notamment chez les jeunes bovins susceptibles
d’exprimer cliniquement I’infestation. Ce traitement est souvent réalisé au moment d’un changement
de parcelle pour des raisons pratiques (« dose and move »), mais cette pratique favorise fortement le
risque de développement de résistances aux AH. C’est pourquoi il est recommandé de plutot traiter
les animaux apres le changement de pature (« move and dose ») afin de diluer les parasites résistants
dans une population refuge suffisante présente sur la nouvelle parcelle qui est déja contaminée avant
le traitement. Par ailleurs, le traitement a la rentrée en stabulation, couramment pratiqué sur le terrain,
est treés discutable puisqu’il entraine une forte pression de sélection dans les populations parasitaires
en raison de la disparition quasi compléte de la population refuge (diminution hivernale du nombre
de stades larvaires présents sur les patures). Cela justifie une approche de traitement sélectif se basant
sur des indicateurs fiables dans la décision de traiter les animaux les plus infestés ou les plus impactés
par ce parasitisme, ce qui assure le maintien d’un refuge par la présence de parasites chez ceux non
traités.

I1 est aussi possible de décaler quotidiennement la parcelle paturée. La zone paturée est délimitée
par un fil avant que 1’¢éleveur doit déplacer tous les jours pour faire progresser la surface paturable.
On parle de paturage rationné (ou au fil). Un fil arriere peut étre ajouté pour que les bovins n’aient
plus acces a la portion de parcelle précédemment paturée, empéchant ainsi le paturage des repousses
a proximité des zones de refus, ce qui diminue la probabilité¢ de contamination par les L3. Ce mode
de paturage permet une trés bonne exploitation de I’herbe mais il reste un systéme contraignant qui
nécessite du temps de travail quotidien supplémentaire a I’éleveur avec le déplacement du fil et aussi
des points d’eau.
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» Stratégie de dilution

Cette stratégie consiste a réduire la pression d’infestation par diminution du nombre de larves L3
présentes sur les patures. Pour cela, plusieurs méthodes sont possibles.

La densité animale sur une parcelle est un premier levier d’action dans cette stratégie. En effet, la
réduction du chargement permet de diminuer le nombre d’ceufs excrétés et donc le nombre de larves
présentes sur la pature. La pression d’infestation est donc plus faible. Pour les jeunes bovins, la charge
a I’hectare ne doit pas dépasser 4 a 6 UGB/ha au printemps sur les mois de forte croissance de ’herbe,
et 2 UGB/ha a I’automne quand une complémentation est apportée aux animaux (Delagarde, 2018).
Le chargement, qui se définit donc comme le rapport entre un nombre d’animaux donné et une surface
fixée, varie selon la catégorie d’animaux et le moment de 1’année. En effet, les conditions climatiques
(température et pluviométrie) influent sur la croissance de 1’herbe. De ce fait, les valeurs repéres de
chargement varient selon la saison et 1’échelle de temps considérée. Les éleveurs doivent donc adapter
le niveau de chargement des parcelles et leurs pratiques de fagon réactive aux conditions climatiques
et de croissance de I’herbe a un moment donné précis car la pousse de I’herbe est trés irréguliére au
fil de la saison de paturage.

Par ailleurs, une densité trop élevée favorise la contamination des animaux qui paturent plus a ras
et a proximité des bouses ou se concentrent de nombreuses larves L3 infestantes. Le surpaturage, li¢
a un chargement trop important ou a un temps passé sur la parcelle trop long, induit un paturage plus
a ras du sol qui augmente I’ingestion des larves situées majoritairement au niveau du collet, zone de
transition entre la tige et le systéme racinaire. Il faut donc essayer au mieux de ne pas surcharger les
patures, méme si la superficie des parcelles disponibles et 1’organisation agronomique de 1’¢levage
ne permettent pas toujours la mise en place de cette mesure. L’augmentation du niveau de chargement
permet d’augmenter les performances par hectare (viande et lait) au détriment des performances par
animal si les autres pratiques de fertilisation azotée ou de complémentation (concentrés et fourrages)
ne sont pas changées. Il convient aussi d’étre vigilant au surpaturage ponctuel de certaines especes
végétales plus appétentes.

II est intéressant d’avoir des reperes de hauteur d’herbe a 1’entrée et a la sortie sur une parcelle
afin d’optimiser son utilisation tout en limitant le risque parasitaire pour les animaux, un compromis
parfois délicat. Un chargement adapté doit permettre une bonne valorisation de I’herbe et un optimum
économique tout en tenant compte de la composante parasitaire inhérente a la pratique du paturage.

La pratique du copaturage, ou paturage mixte, permet aussi de réduire le niveau de contamination
des parcelles. Il consiste a associer en méme temps (paturage simultané) ou successivement (paturage
alterné ou systéme leader-follower) sur la méme pature des individus de la méme espéce (catégories
d’age différentes) ou de deux especes d’herbivores différentes.

Le mélange de génisses de 1°° et 2" saisons de paturage limite la pression d’infestation chez les
animaux naifs qui sortent pour la premiére fois au paturage grace a la présence des animaux en 2%
saison de pature qui ont acquis une immunité et excrétent moins d’ceufs sur les parcelles. De la méme
fagon, en élevage allaitant, le paturage des veaux avec leur mere, a charge animale équivalente, réduit

la contamination des veaux par la présence des méres immunisées. Un systeéme de rotation peut aussi
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se mettre en place en faisant paturer d’abord les jeunes, de fagon a ce qu’ils consomment seulement
la partie supérieure de I’herbe, puis les adultes immunisés qui vont brouter la partie fibreuse basse de
I’herbe ou se concentrent la plupart des larves infestantes. Ces animaux étant immunisés, ils excrétent
peu d’ceufs, ce qui limite la contamination de la parcelle.

Le copaturage avec des especes différentes, souvent des équidés ou des ovins, est intéressant pour
interrompre le cycle parasitaire. En effet, les principales especes de SGI chez les bovins sont plutot
spécifiques de leur hote, ce qui limite les contaminations croisées pour O. ostertagi et C. oncophora.
Les larves infestantes ingérées par une espece hdte non adaptée ne peuvent pas évoluer jusqu’au stade
d’adulte mature. Leur aptitude a contaminer la parcelle est donc nulle, permettant un assainissement
progressif de la pature : on parle de cul-de-sac épidémiologique. En effet, I’infestation des bovins par
O. ostertagi est divisée par 3 apres 12 semaines de paturage par les ovins, et également par 3 pour C.
oncophora apres 24 semaines de paturage par cette méme espece (Southcott & Barger, 1975). Seul
Trichostrongylus axei présente un niveau de contamination croisée élevé, notamment avec les jeunes
équidés qui sont tres réceptifs.

Ce copaturage, qui permet la conduite en parallele de deux systémes, est donc bénéfique pour les
deux especes du point de vue du parasitisme en limitant la pression exercée par les SGI. Toutefois,
cette pratique peut impacter les performances des animaux. En effet, la durée de paturage est réduite
et un phénomene de compétition entre les deux espéces peut se mettre en place pour 1’utilisation de
la ressource prairiale selon le chargement au paturage, leurs niveaux d’ingestion d’herbe respectifs et
leur aptitude a paturer ras. Cependant, cette conduite permet de valoriser les stratégies alimentaires
sélectives et complémentaires des especes, et d’optimiser 'utilisation et le turn-over de la biomasse
présente dans la prairie paturée. Les bénéfices du systeéme de paturage mixte ont été largement étudiés
et impliquent principalement les bovins et les ovins, avec des avantages plus nets sur les performances
de croissance et sur la réduction du parasitisme gastro-intestinal chez les ovins (D’ Alexis et al., 2015).
Méme si les conditions expérimentales entre les différentes études sont treés variables, notamment sur
les proportions respectives des deux especes considérées, le systéme de paturage (paturage simultané
ou alterné, nombre de parcelles,...) et le climat, I’intérét du copaturage pour les bovins est intéressant
mais n’est pas aussi manifeste que chez les ovins.

Ces stratégies agronomiques de contrdle du parasitisme par les SGI sont de plus en plus utilisées
aujourd’hui pour limiter I’infestation des animaux a un niveau suffisamment bas pour éviter les effets
cliniques et zootechniques tout en favorisant le développement de I’immunité. Cependant, elles sont
rarement utilisées seules et sont assez souvent associées a I’usage de molécules AH conventionnelles.
Néanmoins, face aux problématiques posées par leur utilisation et 1I’évolution des réglementations,
I’attrait pour les médecines alternatives, comme la phytothérapie ou I’aromathérapie, est de plus en
plus important, avec de nombreuses études ayant déja été menées ou actuellement en cours qui portent
sur I’activité anthelminthique de certaines plantes.
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b) Alimentation et utilisation de plantes a activité anthelminthique

Chez les jeunes bovins, les carences nutritionnelles consécutives au parasitisme gastro-intestinal
et responsables des retards de croissance sont liées a trois mécanismes : une baisse de 1’appétit, une
inflammation de la muqueuse digestive avec malabsorption/malassimilation et un détournement du
métabolisme protéique pour maintenir ’homéostasie dans le sang et au niveau des tissus. La balance
énergétique est moins affectée. C’est pourquoi, une alimentation équilibrée en quantité et en qualité,
notamment au niveau des apports protéiques, joue donc un role important pour maintenir un équilibre
dynamique stable entre les animaux et les parasites. Une ration alimentaire équilibrée participe donc
a la résilience des animaux, c’est-a-dire leur capacité a limiter les effets pathogenes liés aux parasites,
et a maintenir leurs performances de croissance. Elle favorise leur capacité de défense vis-a-vis de
I’infestation par les SGI, ainsi que le développement de I’immunité.

Les plantes présentant une activité anthelminthique peuvent étre distinguées en deux catégories :
les plantes a tanins et les plantes bioactives. Cette dichotomie est choisie arbitrairement pour essayer
de différencier en deux groupes ces plantes notamment par rapport aux composés qui les constituent
pourvus d’une activité anthelminthique, méme si cette distinction reste imparfaite car les constituants
au sein d’une plante sont multiples et varient selon les différentes parties de 1’appareil végétatif.

De nombreuses plantes riches en tanins ont déja montré une activité anthelminthique. Les tanins
sont des polymeéres phénoliques présents dans de multiples familles de plantes et catégorisés en deux
groupes, les tanins hydrolysables et les tanins condensés (TC). Ces derniers sont les plus répandus et
possédent des propriétés anthelminthiques qui ont déja été évaluées dans plusieurs études in vitro et
in vivo. Ils augmentent donc la résilience de 1’hdte. Certaines plantes sont particuliérement riches en
TC, comme le sainfoin ou le lotier pédonculé (2 a 5 %). Elles sont définies comme « nutraceutiques »
car les effets bénéfiques de leur consommation sur la santé des animaux sont considérés supérieurs a
leurs apports nutritionnels directs (Andlauer & Fiirst, 2002 ; Hoste et al., 2004).

L’utilisation de parcelles a vocation « anthelminthique », ¢’est-a-dire semées avec des plantes a
tanins, a déja été testée en Nouvelle-Zélande chez les ovins et a permis d’améliorer la résistance et la
résilience des animaux contre 1’infestation par les SGI avec une réduction de la charge parasitaire et
de I’excrétion fécale d’ceufs de SGI (Niezen et al., 1998). Par ailleurs, il a été observé une meilleure
croissance des agneaux paturant sur les parcelles contenant des plantes a tanins (sulla, lotier corniculé
et lotier pédonculé) avec des gains de poids allant de 8 a 24 %, comparativement a ceux nourris sans
tanins (ray-grass, treéfle blanc, luzerne).

Cependant, ces effets varient selon la teneur en TC contenue dans les plantes et une trop grande
quantité ingérée peut avoir un impact délétére sur les animaux. En effet, lorsque la concentration en
TC dépasse 55 g/kg de maticre seche dans un fourrage, la dégradation des fibres est diminuée, ce qui
limite la digestibilité du fourrage, la prise alimentaire et I’apport énergétique (Min & Hart, 2003). Les
performances de production peuvent donc étre réduites. Selon la plante considérée, sa dose en tanins
et I’espece a qui elle est destinée, des effets positifs ou néfastes sur la reproduction des animaux ont
aussi été signalés (taux de reproduction, taux d’ovulation,...).
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Plusieurs études se sont particuliérement intéressées au mode d’action des TC et deux explications
principales sont avancées.

Ils agiraient d’abord de facon indirecte. En effet, les TC ne traversent pas la barri¢re intestinale et
améliorent la digestibilité des protéines. Ils forment des complexes avec les protéines, les protégeant
de la dégradation ruminale jusque dans la caillette ou ils se dissocient, permettant ainsi une meilleure
absorption des acides aminés au niveau de 1’intestin gréle apres digestion enzymatique des protéines
(Rahmann & Seip, 2007). Comme le parasitisme digestif s’associe souvent a une perte de protéines
et a une diminution de leur absorption, I’apport de fourrages riches en TC peut contrebalancer cette
perte protéique et augmenter la résilience des animaux. De méme, la réponse immunitaire serait aussi
améliorée, mais aucune étude n’a encore confirmé cette hypothese.

IIs agiraient aussi directement sur les parasites. En effet, des études in vitro ont permis de montrer
que les TC interagissent avec des protéines constitutives de la cuticule des vers ou de la gaine des L3,
ce qui perturbent leurs fonctions physiologiques, comme la mobilité et la fécondité des vers femelles.
De nombreuses études in vivo portant sur 1’activité anthelminthique des tanins ont été réalisées chez
les petits ruminants et ont mis en évidence une diminution significative de I’excrétion fécale d’ceufs
de SGI (Paolini et al., 2002). D’autres études menées chez les ovins et les caprins ont montré que les
TC perturbent I’implantation des larves dans la muqueuse et I’évolution des stades larvaires. Ils ont
¢galement un effet sur le développement des ceufs en larves infestantes (Min & Hart, 2003).

L’activité anthelminthique des plantes riches en tanins a déja été largement étudiée et 1’est encore.
Seules les plantes contenant une concentration suffisamment élevée en TC sont considérées comme
efficaces car les TC sont trés répandus et retrouvés dans de nombreuses plantes. Le tableau I1 présente
les teneurs en TC des principales especes fourrageres les plus étudiées.

Tableau II : Teneurs en TC de différents fourrages (Coffey et al., 2007)
(Traduit et adapté de Min & Hart, 2003 et Min et al., 2005)

Fourrage TC en g/kg MS

Lotier corniculé 48
Lotier des marais 77
Sainfoin 29
Sulla 51-84
Luzerne 0,5
Sericea lespedeza 46-152
Ivraie (ray-grass) vivace 1,8
Chicorée 3,1
Mélange digitaire & fétuque élevée 3,2
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La plupart des études (in vitro et in vivo) portant sur I’effet AH des plantes a TC ont été réalisées
chez les petits ruminants.

Athanasiadou et al. (2005) ont démontré I’activité AH de la chicorée dans des études menées in
vitro chez les ovins. Un essai in vivo a montré une efficacité AH contre les adultes de 7. circumcincta
(charge parasitaire) mais pas sur I’excrétion fécale d’ceufs et sur I’implantation des larves infestantes.

Des études sur le lotier corniculé et le lotier pédiculé ont montré des résultats contradictoires. Si
aucun effet in vitro n’a pu étre mis en évidence, des résultats inconstants sur I’excrétion fécale et la
charge parasitaire ont été obtenus, probablement liés a des variations de concentrations en TC.

Niezen et al. (1998) ont réalisé un essai visant a évaluer I’effet du sulla sur des agneaux pendant
6 semaines de paturage. Les résultats ont mis en évidence une plus faible excrétion fécale d’ceufs de
strongles et une réduction de la charge parasitaire. Des études in vitro menées par Hoste et al. (2005)
ont permis d’observer une baisse de I’éclosion des ceufs mais pas de différence sur le développement
larvaire. L’efficacité AH in vivo a été confirmée pour H. contortus mais pas pour 7. colubriformis
mais les résultats sont variables selon la durée de 1’essai. En effet, une administration sur une courte
période ne semble pas avoir d’effet positif significatif sur I’infestation, de méme sur les performances
de I’animal. Par ailleurs, la culture de sulla étant difficile, un approvisionnement a long terme sur de
longues périodes parait compliqué.

Pour le sainfoin, les études in vitro ont démontré une activité inhibitrice sur les larves L3 de H.
contortus et T. colubriformis, et sur les adultes de 7. circumcincta. Ces résultats ont été confirmés par
plusieurs études in vivo avec une diminution significative de 1I’excrétion fécale, une réduction de la
charge parasitaire et une plus faible implantation des larves infestantes. Le sainfoin présente donc un
potentiel prometteur pour étre intégré dans les pratiques agronomiques au sein d’un élevage. De plus,
une étude in vitro sur les larves L1 d’O. ostertagi et C. oncophora a mis en évidence une inhibition
significative de I’alimentation des larves positivement corrélée a la teneur en TC et liée a la taille du
polymere qui contribuerait aussi a I’activité anthelminthique des TC (Novobilsky et al., 2013).

De nombreuses autres plantes contenant des TC ont montré une activité anthelminthique in vitro,
certaines ont méme donné des résultats prometteurs dans des essais in vivo. Mais les résultats obtenus
sont souvent inconstants voire contradictoires entre les essais in vitro et in vivo. Des études doivent
encore étre effectuées pour comprendre ces variations d’efficacité et préciser les conditions optimales
d’utilisation de ces plantes en fonction du stade de la plante et des saisons. Par ailleurs, il persiste de
nombreuses interrogations sur les composés biochimiques actifs responsables de cette activit¢ AH et
leurs modes d’action, avec un manque de données important sur les souches de nématodes résistantes
aux AH de synthése, comme la plupart des études ont été menées sur des souches sensibles.

Cependant, plusieurs limites se posent quant a 1’utilisation des plantes a tanins comme moyen
antiparasitaire alternatif ou complémentaire aux molécules AH conventionnelles. En effet, ’activité
AH de ces plantes nécessite une administration prolongée, quotidienne, sur une période suffisamment
longue pour étre efficace. En pratique, il est compliqué d’apporter sur plusieurs jours voire semaines
une dose constante et efficace en TC. Dans un systéme de paturage tournant dynamique, le passage
des animaux sur une parcelle a vocation « anthelminthique » sur laquelle des plantes a tanins ont été
cultivées dans ce but est intéressante mais 1’ingestion reste aléatoire et hétérogene entre les animaux.
Par ailleurs, les contraintes posées par les conditions de culture de ces plantes peuvent étre également
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problématiques et non applicables dans les pratiques agronomiques de 1’¢élevage. Quant a une portion
qui serait incluse dans la ration fourragére quotidienne, elle représenterait un volume trop important
pour atteindre une teneur suffisante en TC au détriment des propriétés nutritionnelles des fourrages.

Néanmoins, les plantes a tanins représentent une alternative tres intéressante et prometteuse dans
la lutte intégrée contre les SGI chez les bovins.

L’utilisation de plantes bioactives présentant des propriétés anthelminthiques représente un autre
volet intéressant dans le controle alternatif des infestations par les SGI.

Dans de nombreux pays, ’utilisation de plantes basée sur un savoir empirique reste trés répandue,
notamment dans certains pays en voie de développement ou I’acces aux AH de synthese est difficile.
Dans les pays développés en particulier, I’intérét croissant pour une agriculture durable ou biologique
conduit a explorer les propriétés de composés naturels bioactifs contenus dans certaines plantes afin
de répondre a la demande de réduction des intrants chimiques en ¢élevage.

Ces propriétés peuvent étre exploitées sous la forme de préparations phyto- ou aromathérapiques
a visée thérapeutique destinées a traiter les animaux infestés et données généralement sur une courte
période, ou sous la forme d’un nutricament a visée préventive incorporé dans la ration sur une période
plus longue (quelques jours minimum). Comme pour les plantes a tanins, 1’intérét de consommer ces
plantes en tant que nutricament tient davantage a sa propriété a maintenir un bon état de santé chez
I’animal qu’a sa valeur strictement nutritive. Il est le plus souvent donn¢ sous forme de fourrages aux
animaux de facon a exploiter enticrement les propriétés de la plante. Des formes solides ou liquides,
contenant des extraits de plantes bioactives, peuvent aussi étre proposées et incorporées dans la ration.

Différentes études in vivo portées sur 1’effet anthelminthique de plantes bioactives confirment le
potentiel de leur utilisation comme stratégie dans le contrdle des infestations par les SGI. Les tableaux
[T et I'V ci-dessous résument les principaux essais in vitro et in vivo attestant d’une activité AH contre
les SGI chez les bovins. L’utilisation de plantes ou de préparations a base de plantes se base soit sur
une approche allopathique qui repose sur une efficacité AH testée et prouvée, soit sur une approche
traditionnelle développée a partir de connaissances empiriques.

Un nombre limité d’études existe sur I'utilisation d’extraits de plantes bioactives chez les bovins.
Cependant, les essais menés chez les petits ruminants étant plus nombreux, les résultats sont utiles et
intéressants pour les bovins en raison des infestations croisées pour les mémes especes de SGI et des
cycles parasitaires similaires. Cependant, des différences d’efficacité peuvent étre attendues en raison
des différences entre les bovins et les petits ruminants sur la taille du rumen, leur capacité d’ingestion
et de digestion. De ce fait, les résultats ne sont pas si facilement extrapolables entre les especes.

L’ail (Allium sativum) a déja fait I’objet de nombreuses études mais les données sur son efficacité
anthelminthique sont contradictoires. Une étude in vivo réalisée chez les ovins en 2015 a montré une
diminution de 57 % de I’excrétion fécale d’ceufs de strongles 21 jours aprés une administration orale
unique de 5 g d’extrait de bulbe d’ail par animal (Kanojiya et al., 2015). L’allicine, composé organo-
sulfuré présent abondamment dans 1’ail, aurait une action nématocide par activation chez les parasites
d’enzymes a groupements sulthydriles.

Le thymol, composé phénolique contenu principalement dans I’huile de thym (Thymus vulgaris),

a montré une efficacité in vitro contre trois stades parasitaires de H. contortus avec une diminution
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de I’éclosion des ceufs, une inhibition du développement et de la motilité larvaire, et une inhibition
complete du mouvement des vers adultes au bout de 8 heures de contact (Ferreira et al., 2016).

L’avoine (Avena sativa) est une céréale intéressante pouvant étre utilisée dans la ration des vaches
laitiéres en raison de son contenu €nergétique et protéique ¢élevé. Elle contient des avénacosides qui
réduisent le pouvoir infestant des larves L3 d’Heligmosomoides bakeri, un nématode chez la souris,
par modification des protéines et blocage de I’activité de transport des P-glycoprotéines (Doligalska
et al.,2017). Ces composés entrainent également 1’expression de la protéine CED-9 qui fait partie de
la cascade d’activation de I’apoptose. L’avoine présente donc des effets antiparasitaires intéressants
contre les nématodes gastro-intestinaux qui pourraient potentiellement étre appliqués chez les bovins.

Des essais in vitro sur la papaye (Carica papaya), utilisée traditionnellement dans plusieurs pays,
ont confirmé une activité anthelminthique. Des études in vivo menées chez les ovins avec des graines
de papaye ont montré une réduction de 80 % de I’excrétion fécale d’ceufs de strongles. Une étude in
vivo similaire réalisée sur des veaux a mis en évidence une diminution de 60 % (Rahmann & Seip,
2007).

Tableau III : Etudes in vitro sur l'activité AH de plantes contre les SGI chez les bovins

. Test ou effet AH o
Plante Parasite i Référence
observé
Inhibition du
Onobrvchis viciifoli
Lnot e ;S vzczlzf? “ C. oncophora développement larvaire Novobilsky et al.,
otus pedunculatus
P O. ostertagi Inhibition de 2011

L. corniculatus ) .
I’alimentation des larves

Test d’éclosion des
Parkia biglobosa (Eufs de SGI ceufs : diminution du Soetan et al., 2011
pourcentage d’éclosion

Test d’éclosion des
(Eufs de SGI ceufs : diminution du Soetan & Lasisi, 2008
pourcentage d’éclosion

Mil a chandelle
(Pennisetum glaucum)

Tableau IV : Etudes in vivo sur l'activité AH de plantes contre les SGI chez les bovins

Plante Parasite Effet(s) AH observé(s) Référence
Margousier Réduction de I’excrétion
SGI Akbar et al., 2003
(Azadirachta indica) fécale (67 %) aretat,
A Réduction de I’ ot
nanas SGI ¢duc ’1on e I’excrétion Akbar et al., 2003
(Ananas comosus) fécale (95 %)

Réduction de I’excrétion

Mimosa odorant Haemonchus sp. fécale Xhomfulana et al.,
(Acacia karroo) Oesophagostomum sp. | Diminution de la charge 2009
parasitaire
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¢) Lutte biologique contre les stades libres

» Utilisation de champignons nématophages

Cette méthode se base sur I’utilisation de prédateurs naturels qui ciblent les stades libres de SGI
présents sur les patures, des champignons microscopiques nématophages appartenant a la microflore
du sol. Plus de 200 especes de champignons ont été identifiées, dont la plus étudiée est Duddingtonia
flagrans. Ces champignons peuvent agir sur les ceufs ou sur les larves L3 au sein des féces, réduisant
ainsi le niveau de contamination des patures.

Les spores de Duddingtonia flagrans, aprés passage dans le tube digestif du bovin, sporulent dans
les féces. Leurs mycéliums agissent par des mécanismes d’endoparasitisme ou de prédation, formant
un réseau tridimensionnel trés collant et serré capable de piéger les L3 et produisant des enzymes qui
dégradent la gaine. Ils pénétrent ensuite a I’intérieur des larves et utilisent leur contenu comme source
nutritive (Larsen, 2000). Les spores peuvent étre distribuées par voie orale dans 1’alimentation sous
forme de compléments alimentaires ou de pierres a 1écher (Torres-acosta & Hoste, 2008) et exercent
leur action de décontamination dans les féces apres avoir transitées dans le tube digestif des animaux.
L’utilisation a forte dose de D. flagrans n’affecte pas les especes non cibles (nématodes libres du sol,
microarthropodes, insectes coprophages), ce qui ne modifie pas la dégradation des bouses malgré sa
persistance sur les patures qui peut atteindre deux mois (Saumell et al., 2016). Elle ne présente donc
a priori pas d’impact négatif a court terme sur ces différentes populations. De plus, D. flagrans ne se
développe qu’en aérobiose, ce qui nécessite une aération des bouses grace aux galeries creusées par
les insectes coprophages.

L’efficacité de D. flagrans varie selon les travaux. Des essais menés in vitro chez les caprins ont
montré une réduction du développement larvaire a partir du 2°™ jour aprés le début de la distribution
de spores aux animaux se prolongeant 48 heures apres la fin de I’administration (Paraud & Chartier,
2003). Une mortalité des larves infestantes jusqu’a 90 % selon les especes de nématodes parasites et
la dose de spores initialement administrée (0,5 a 1 million par kg de poids vif) a pu étre observée par
rapport a des feces d’animaux témoins sans champignons en conditions expérimentales. Les résultats
obtenus sur le terrain sont plus variables voire contradictoires chez les petits ruminants car le maintien
d’une bonne efficacité nécessite une administration quotidienne de spores (Hoste et al., 2004).

L’efficacité en conditions d’¢élevage est donc moins nette et pose question quant a une éventuelle
commercialisation des spores a grande échelle. Elles sont déja disponibles sous forme de complément
alimentaire (BioWorma®) en Australie et en Nouvelle-Zélande, et depuis récemment aux Etats-Unis.

Chez les bovins, une étude sur le terrain a été réalisée par Hertzberg et al. (2007) avec 3 groupes
composés de 20 jeunes bovins en 1°° saison de paturage chacun (groupe témoin négatif, groupe traité
avec des spores de D. flagrans, et groupe traité avec un AH de synthése) durant 1’été chaud et sec de
2003, limitant naturellement la pression d’infestation (réduction de la migration des larves infestantes
L3, augmentation du taux de mortalité larvaire, et complémentation fourragere). Néanmoins, il a été
montré, a partir de coprocultures réalisées mensuellement chez le groupe traité a D. flagrans, un taux
de développement larvaire de 25 % contre 83 % dans le groupe témoin. Par ailleurs, une réduction de
plus de 90 % du nombre de L3 présentes sur les patures du groupe traité a D. flagrans a été mise en

¢vidence (Hertzberg et al., 2007). Le niveau d’infestation était faible dans les 3 groupes, avec un effet
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préventif naturel li¢ aux conditions climatiques qui a surtout profité aux animaux du groupe témoin
comme ces animaux ne regoivent pas de traitement pour limiter leur niveau d’infestation. De ce fait,
I’effet bénéfique supplémentaire apporté respectivement par les traitements vermifuge et biologique
dans les 2 autres groupes peut étre discutable sur I’intérét de leur utilisation, car les infestations sont
restées subcliniques avec un faible impact sur la croissance des animaux. En effet, aucune différence
significative entre les 3 groupes sur le GMQ (676 a 688 g/jour) n’a été observée et le nombre d’ceufs
de SGI excrétés durant la saison de paturage est resté bas (en moyenne < 60 opg).

L’utilisation de D. flagrans reste tout de méme trés prometteuse et intéressante comme stratégie
complémentaire de lutte contre les SGI chez les bovins.

Figure 9 : Mycélium de D. flagrans avec piege hyphal sur une larve de SGI (Hertzberg et al., 2007)

» Activité nématocide de Bacillus thuringiensis (Bf)

Bacillus thuringiensis est une bactérie gram positive ubiquiste présente naturellement dans le sol.
Connue et utilisée pour son activité insecticide dans les cultures (synthése de toxines par les plantes
transgéniques), elle présente une activité nématocide potentiellement intéressante dans les stratégies
alternatives de lutte contre les SGI par I’intermédiaire de ses endotoxines qu’elle synthétise lors de la
germination des spores. Ces endotoxines sont ingérées par le parasite et activées par protéolyse. Elles
se fixent ensuite sur des récepteurs spécifiques au niveau des cellules intestinales, formant des pores
qui entrainent la mort du nématode (Wei et al., 2003).

Des études in vitro menées chez les ovins ont montré une inhibition du développement larvaire et
de la mobilité des stades libres L1 et L2 de H. contortus, T. circumcincta et T. colubriformis, le stade
L3 infestant étant peu sensible a 1’action toxique de la bactérie. De plus, I’ingestion de spores entraine
un dé¢lai de développement bactérien dans les féces nécessaire pour la synthése des toxines impliquant
un décalage entre I’éclosion des ceufs et I’exposition initiale des larves aux endotoxines de Bz, ce qui
permettrait aux larves d’évoluer jusqu’a un stade larvaire tardif qui est relativement insensible a leur
toxicité (Grady et al., 2007).
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Une autre étude a pu mettre en évidence une réduction de la toxicité sur les larves de nématodes
apres exposition de suspensions de spores de Bt a des conditions de pH acide similaires a celles dans
la caillette (Kotze et al., 2005). De ce fait, I’administration d’une suspension de spores par voie orale
pourrait entrainer une inactivation dans le tube digestif des animaux. Si les stades libres larvaires sont
sensibles aux effets de B¢ dans les essais in vitro, une efficacité in vivo parait difficilement applicable
sans protection préalable des spores avant une administration per os.

Par ailleurs, aucune étude n’a encore été réalisée chez les bovins. Néanmoins, les études montrent
que les endotoxines de B. thuringiensis peuvent étre des agents potentiels de contrdle biologique dans
la lutte contre les SGI.

d) Au niveau de I’héte : stimulation de 'immunité

I1 existe actuellement trois voies principales qui sont explorées dans le cadre de cette stratégie :

» Temps de Contact Effectif (TCE)

L’immunité en matiére de SGI est particulierement importante chez les bovins, supérieure a celle
chez les petits ruminants. Cette immunité se développe au paturage grace au contact continu avec les
parasites. De ce fait, il convient d’optimiser le TCE chez les génisses et d’atteindre au moins 8 mois
de contact avec les larves infestantes L3, idéalement avant le premier vélage, pour qu’une immunité
compléte et protectrice soit acquise. Seul ce critére peut €tre actuellement considéré comme le reflet
du développement de I’immunité, méme s’il n’est pas totalement exact. L historique de paturage d’un
lot de génisses donné est donc trés important car il n’existe pas d’outils diagnostiques qui mesurent
le niveau d’immunité.

Pour déterminer le plus précisément le TCE, il faut additionner toutes les périodes de contact avec
les larves infestantes L3 présentes dans 1’herbe en retirant les périodes pendant lesquelles les génisses
sont trés peu voire pas exposés aux L3, c’est-a-dire pendant les périodes d’action de traitements AH
rémanents, les périodes de sécheresse et les périodes d’affouragement quand la part principale de la
ration est constituée de la complémentation fourragere et non plus de I’herbe paturée. En pratique, le
TCE est relativement simple a déterminer, surtout dans les élevages ou les vélages sont groupés car
les génisses sont conduites dans des lots d’age globalement homogeéne. La conduite de paturage est
donc similaire et limite les variations entre individus. Lorsque les vé€lages sont étalés, I’évaluation du
TCE est plus complexe car la mise a I’herbe des animaux est échelonnée dans le temps. Il est donc
intéressant de déterminer un TCE minimal et un TCE maximal afin de visualiser le plus exactement
possible le développement de I’immunité selon la date de naissance de la génisse.

Méme si le TCE est primordial chez les jeunes bovins pour I’acquisition de I’immunité, il ne doit
pas pour autant exposer les animaux a un risque parasitaire.
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> Vaccination

La vaccination consiste a mettre en contact volontairement de maniére préventive 1’hdte avec des
faibles doses d’antigeénes parasitaires afin de stimuler une réponse immunitaire protectrice contre les
infestations ultérieures par les mémes parasites. Cette idée visant a vacciner les ruminants contre les
parasites est avancée depuis les années 60 avec plusieurs études portant sur 1’utilisation de larves L3
irradiées (Mulligan et al., 1961). Des études plus récentes se sont portées sur I’utilisation d’antigénes
isolés a partir du tube digestif des SGI, introduisant la notion d’antigénes « cachés ». Ils ne sont pas
directement exposés au systéme immunitaire.

Actuellement, un seul vaccin est disponible sur le marché pour lutter contre les SGI, Barbervax®.
Déja commercialisé en Australie, en Nouvelle-Zélande et en Afrique du Sud, il cible exclusivement
Haemonchus contortus et utilise des antigénes cachés constitués de protéines intestinales du parasite
natives et purifiées pour stimuler la synthése d’anticorps spécifiques dirigés contre ces protéines. Lors
d’une infestation naturelle ultérieure par des vers de la méme espece, ceux-ci ingérent les anticorps
qui se fixent alors sur leurs propres constituants internes, entrainant une diminution importante de la
fécondité des vers femelles et un taux de mortalité accru des stades adultes. Ce vaccin est administré
par voie sous-cutanée avec une primovaccination recommandée avant la mise a I’herbe en 3 injections
espacées de 3-4 semaines puis des rappels toutes les 6 semaines.

Un essai testant un vaccin a base de protéines recombinantes de 7. circumcincta a été réalisé en
2013 pour étudier la réponse immunitaire en IgA dirigée contre des antigénes spécifiques de surface
des stades larvaires parasitaires (Nisbet et al., 2013). Des versions recombinantes de 8 antigénes avec
un role potentiellement immunorégulateur, identifiés par immunoprotéomique, ont €t¢ administrées
a des moutons dans un vaccin unique a trois reprises. Ils ont ensuite ét¢ infestés de fagon répétée pour
imiter au mieux la dynamique d’une infestation au paturage en conditions terrain. L’essai a été réalisé
a deux reprises. Un nombre d’ceufs excrétés significativement plus bas a été constaté chez les moutons
vaccinés par rapport au groupe témoin ayant recu seulement 1’adjuvant, avec une réduction moyenne
de I’excrétion fécale de 70 % (essai 1) puis 58 % (essai 2). A I’autopsie, les charges parasitaires des
animaux vaccingés étaient réduites de 75 % et 56 %. Cette étude est la premiere a mettre en évidence
la réussite d’'une immunisation a ce niveau d’efficacité grace a un vaccin formé a partir de plusieurs
sous-unités antigéniques recombinantes.

Depuis plusieurs dizaines d’années, de nombreux travaux ont cherché a élaborer un vaccin dirigé
contre O. ostertagi. Plusieurs antigénes et mélanges d’antigeénes ont déja été évalués. Actuellement,
le vaccin expérimental le plus prometteur se base sur des protéines dites « ASP » qui constituent les
PES libérés par les parasites adultes. La vaccination avec une fraction de PES contenant ces protéines,
ou directement avec des protéines ASP, a permis de mettre en évidence une diminution significative
de I’excrétion fécale d’ceufs (55 a 62 %) apres I’infestation des animaux. Les tentatives pour générer
des niveaux de protection aussi efficaces avec des protéines ASP recombinantes ont échoué jusqu’a
présent. Les recherches actuelles se portent sur les différences de repliement et de glycosylation entre
les protéines ASP natives et les protéines recombinantes pour identifier les épitopes importants pour
induire une réponse immunitaire protectrice (Claerebout & Geldhof, 2020).

Apres des premiers résultats prometteurs pour O. ostertagi, un vaccin expérimental utilisant des
protéines ASP a double domaine (ddASP) purifiées et issues de PES de vers adultes de C. oncophora
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a été testé avec succes. La vaccination a permis une réduction significative (91 %) du nombre d’ceufs
de strongles excrétés cumulés apres une infestation artificielle. Un essai terrain a mis en évidence une
diminution de 59 % de I’excrétion fécale, une réduction de 65 % du nombre de larves infestantes L3
de C. oncophora sur les patures des bovins vaccinés et une baisse significative de 82 % de la charge
parasitaire a la rentrée en batiment (Vlaminck et al., 2015). De plus, la vaccination avec des protéines
ddASP permet une protection croisée contre les especes C. oncophora et C. punctata, ce qui suggere
la conservation des épitopes immunogenes entre les especes de Cooperia. Comme pour O. ostertagi,
les recherches se focalisent actuellement sur un vaccin avec des antigénes recombinants.

» Amélioration ou complémentation de la ration de I’hote

Comme cela a été précédemment détaillé, I’équilibre de la ration est important pour maintenir un
métabolisme protéique non déficitaire chez les animaux en croissance, et favoriser le développement
de I’'immunité et leur résilience face a I’infestation.

De plus, certains produits peuvent €tre ajoutés a la ration pour stimuler le systéme immunitaire.
I1 s’agit de renforcer le systétme immunitaire en intensifiant la réponse immunitaire spontanée. La
notion d’immunostimulation vient du principe de 1’adjuvant, qui se définit comme une substance qui
augmente la réponse immunitaire dirigée contre un antigéne spécifique injecté en méme temps. A la
différence d’un adjuvant, la notion d’immunostimulation a été étendue de maniére plus générale pour
stimuler la réponse immunitaire globale, de fagon non spécifique. L’activité immunostimulante d’une
substance peut &tre mise en évidence in vivo par la détection de la réponse immunitaire en mesurant
différents parameétres (nombre de leucocytes total, formule leucocytaire, profil électrophorétique des
protéines sériques, taux d’anticorps sériques).

Ainsi, ’'usage de plantes a activité immunostimulante, possédant des substances immunogenes,
est recherché et s’inscrit dans la démarche globale de réduction des intrants chimiques en élevage et
de recours a des pratiques alternatives pour controler les infestations par les SGI. Certaines plantes
présentent des propriétés immunostimulantes grace a divers métabolites primaires ou secondaires qui
agissent sur le systéme immunitaire.

Des études récentes sur I’échinacée (Echinacea purpurea), plus particuliérement sur la racine de
la plante, ont montré des propriétés immunostimulantes reposant sur la synergie de deux familles de
molécules, les alkylamides et les polysaccharides. De nombreuses €tudes in vitro et in vivo ont étudié
leurs actions pharmacologiques spécifiques. Les alkylamides exercent une action immunostimulante
sur I’immunité innée en augmentant 1’activité phagocytaire des macrophages et des granulocytes. Ils
favorisent la synthése de médiateurs de I’inflammation (TNF-a, IL-1,...). Quant aux polysaccharides,
ils exercent un effet sur I’immunité adaptative en augmentant le nombre de lymphocytes T et B, et la
production d’IgG et d’IgM. Ils ont aussi une action antioxydante par I’activation de certaines enzymes
antioxydantes : glutathion peroxydase et superoxyde dismutase (Bachelet, 2013). En effet, un stress
oxydatif est généré lorsque les parasites rentrent en contact avec la muqueuse digestive. Les cellules
¢épithéliales possedent des complexes enzymatiques membranaires, les NAD(P)H oxydases, capables
de former des molécules oxydantes instables (anions superoxydes formant du peroxyde d’hydrogéne
par dismutation). Si les mécanismes antioxydants sont dépassés lors d’une charge parasitaire ¢levée,
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ces molécules réactives formées en trop grande quantité peuvent entrainer I’oxydation non spécifique
et irréversible de molécules dans I’organisme, notamment les acides aminés, les protéines et les acides
gras polyinsaturés, générant une perte de fonction de ces molécules et des 1ésions cellulaires (Migdal
& Serres, 2011). L’équilibre est rompu entre les systémes antioxydants et les molécules oxydantes :
on parle donc de stress oxydatif, toxique pour 1’organisme.

Certaines plantes, dont Echinacea purpurea, pourraient donc limiter ce stress oxydatif généré lors
des infestations par les SGI.

D’autres polysaccharides, comme le ginsan contenu dans le ginseng (Panax ginseng), augmentent
aussi I’activité phagocytaire des macrophages.

Les composés phytogéniques peuvent aussi stimuler I’immunité acquise, notamment la voie Th2,
de la méme facon que les polysaccharides des racines d’échinacée. Lu et al. (2012) ont montré que le
salidroside contenu dans la rhodiole augmente la formation des lymphocytes T CD4+ chez des rats
complémentés pendant 45 jours. Par ailleurs, la rhodiole entraine aussi une augmentation significative
dose- et temps-dépendante de la synthése d’IL-4 et IL-10 chez des souris nourries avec une solution
de rhodiole (Lin et al., 2011).

Par ailleurs, Burger et al. (1997) ont mis en évidence une augmentation de la synthése d’IL-10 et
d’IL-6 par des macrophages mis en culture avec des solutions commerciales buvables (jus pressés) a
base d’échinacée.

De plus, les ginsénosides Rgl et Re contenus dans le ginseng (Panax ginseng) augmentent aussi
la synthése de cytokines (IL-4, IL-10, IL-12) orientant vers une réponse de type Th2 (Su et al., 2012).

L’avoine (Avena sativa) posséde une activité¢ anthelminthique directe, précédemment décrite, et
augmente la production d’IL-4 chez I’hote (Doligalska et al., 2017). Elle présente donc une activité
immunostimulante, ainsi que des effets antioxydants et anti-inflammatoires par sa composition riche
en avénanthramides et vitamine E.

Le thym (Thymus vulgaris) est aussi une plante utilisée pour la stimulation immunitaire (Jeune,
2011).

Les études sur les plantes contenant des composés a propriétés immunostimulantes portent surtout
sur des essais in vitro, et leurs effets sur I’immunité antiparasitaire, en particulier celle dirigée contre
les SGI des bovins, ne sont pas encore clairement étudiés de maniére précise et ciblée. Seul un essai
in vitro utilisant des extraits d’E. purpurea a mis en évidence une réduction significative de I’invasion
des cellules épithéliales par Eimeria tenella (Burt et al., 2013).

Malgré le manque actuel important de données, les différentes études sur ces plantes, rapprochées
aux connaissances sur les mécanismes immunitaires intervenant lors de la réponse immunitaire contre
les SGI, sont potentiellement intéressantes dans 1’approche immunitaire du contrdle des infestations
par les SGI chez les bovins.

D’autres plantes présentent des propriétés dites adaptogenes, comme le ginseng (Panax ginseng)
et la rhodiole (Rhodiola rosea). Le terme adaptogene a été utilisé pour la premicre fois en 1947 par
le Docteur Lazarev, et a ensuite été défini officiellement par le Docteur Breckhman qui a effectué les
premiers travaux sur les plantes adaptogenes, notamment sur la rhodiole. Les substance adaptogenes
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possédent des propriétés pharmacologiques non spécifiques capables d’induire un état de résistance
augmenté dans un organisme face a des agressions biologiques, chimiques ou physiques. Dans le cas
des plantes adaptogenes, elles pourraient donc stimuler des mécanismes de défense non spécifiques
favorisant la résistance et la résilience des bovins de fagcon préventive face a des perturbations internes
comme les infestations par les SGI qui générent un stress biologique plus ou moins important chez
I’hote (Bachelet, 2013). Cependant, aucune étude n’a encore été faite pour tester cette hypothese.

Cependant, si des plantes peuvent présenter un intérét pour leurs propriétés immunostimulantes,
plusieurs limites se posent quant a leur utilisation chez les bovins sous la forme de nutricament :

» La dose nécessaire pour atteindre une efficacité suffisante,
» La forme et la durée d’administration,
» La toxicité éventuelle des composés bioactifs constitutifs de la plante chez 1’animal,

» Et les effets potentiellement néfastes des résidus chez le consommateur.

En effet, la problématique des limites maximales de résidus (LMR) se pose chez les animaux de
production vis-a-vis du risque pour le consommateur. Cependant, I’aliment complémentaire ne rentre
pas dans le cadre de la réglementation du médicament vétérinaire nécessitant des LMR comme il ne
dispose pas d’une allégation thérapeutique.

L’approche immunitaire comme stratégie alternative de lutte contre les SGI chez les bovins est
donc une voie prometteuse répondant a la volonté de développer de nouvelles solutions alternatives
ou complémentaires des traitements AH de synthése pour éviter I’apparition de résistances et limiter
I’impact environnemental. Elle s’intégre dans une nouvelle vision durable de I’¢levage. L utilisation
d’un aliment complémentaire a base d’extraits de plantes aux propriétés immunostimulantes, sous la
forme d’un nutricament pouvant étre incorporé facilement a la ration des animaux, est une solution a
visée préventive intéressante dont I’intérét est croissant.

Cependant, il persiste un manque important de données sur la réelle efficacité de ces plantes chez
les bovins, nécessitant plus de recherches pharmacologiques sur les composés bioactifs agissant sur
I’immunité, ainsi que plus d’études expérimentales in vitro et en conditions de terrain, pour proposer
une utilisation plus rationnelle et standardisée incluse dans une stratégie de maitrise des infestations
par les SGL

Dans I’étude personnelle qui va suivre, il sera détaillé les étapes successives de réflexion qui sont
nécessaires pour 1’élaboration d’un protocole expérimental souhaitant tester 1’efficacité d’un aliment
complémentaire de ce type, afin de réaliser ultérieurement un essai sur le terrain.
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Partie II : Etude expérimentale

Cette partie va détailler les étapes de 1’¢élaboration d’un protocole expérimental dans le cadre d’un
essai visant a tester I’effet d’un aliment complémentaire dans le controle des infestations des jeunes
bovins par les SGI. Les différents points de réflexion porteront sur le choix des animaux, la période
de suivi, les modalités de mise en pratique de I’essai et le choix des analyses. Les intéréts et les points
limites ou de vigilance de chaque analyse seront également discutés et justifiés.

A Dissue de cette description détaillée des éléments de mise au point de 1’essai, un protocole sera
proposé pour faciliter et optimiser la réalisation de I’essai dans des conditions de terrain.

I. Mise au point d’un protocole expérimental

a) Objectifs de I’étude

L’objectif principal sera d’évaluer I’intérét d’un aliment complémentaire phytogénique, c’est-a-
dire ¢labor¢ a base d’extraits de plantes, qui stimulerait I’immunité, dans le contrdle des infestations
par les SGI chez des génisses en premicre saison de pature. L’effet de I’aliment complémentaire sera
¢valué par la mesure de différents parameétres qui seront détaillés par la suite. Les effets attendus chez
les animaux recevant cet aliment complémentaire par rapport aux témoins négatifs sont :

- Une plus faible excrétion d’ceufs de strongles par gramme de feéces

- Une réduction progressive des proportions des différentes espéces de strongles selon leur TCE
respectif nécessaire a 1’acquisition d’une immunité complete (d’abord Cooperia puis Ostertagia)

- Une concentration en pepsinogéne sérique moins ¢levée
- Une faible contamination larvaire des patures

Cet essai permettra d’évaluer la résistance des génisses immunitairement naives vis-a-vis des SGI
en premiere saison de paturage lors de 1’utilisation d’un aliment complémentaire immunostimulant.
Il permettra d’apporter de nouvelles informations sur les alternatives préventives disponibles dans la
gestion du parasitisme par les SGI, sujet actuel de nombreuses recherches en raison des problémes de
résistances et de 1’écotoxicité des molécules allopathiques couramment utilisées.

b) Choix des animaux

Pour évaluer I’effet d’un aliment complémentaire dans le controle des infestations chez les bovins
par les SGI, le choix des animaux en rapport avec leur historique de paturage est un premier point a
prendre en compte. En effet, les jeunes bovins en 1°° saison de paturage, naifs a la mise a 1’herbe,
sont plus sensibles a I’infestation, et particulierement exposés au risque de manifestations cliniques
ou a des retards de croissance. Par ailleurs, I’immunité vis-a-vis des SGI va se mettre progressivement
en place au paturage, mais seulement a partir de 1’age de 4-6 mois quand le syst¢tme immunitaire est
pleinement mature et que les animaux ont une capacité¢ d’ingestion d’herbe suffisante pour que le
recyclage parasitaire sur les patures soit suffisant. Pour ces différentes raisons, il parait plus pertinent
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de choisir des animaux en 1% saison de paturage, 4gés d’au minimum 6 mois a la mise a ’herbe, afin
9

de mettre en évidence un éventuel effet d’un aliment complémentaire participant a la stimulation de
I’immunité. Méme si les bovins en 2°™ saison de paturage n’ont pas acquis totalement leur immunité,
la protection déja partiellement développée pourrait fausser ou rendre plus difficile la distinction entre
un groupe témoin n’ayant pas recu ’aliment mais en partie immunisé et un groupe test recevant cet
aliment et aussi incomplétement protégé. De plus, il conviendra d’avoir des lots de génisses d’ages
relativement homogénes pour que la mise a I’herbe ait lieu au méme moment pour toutes les génisses

d’un méme lot et que le TCE soit identique dans les deux groupes test et témoin.

De plus, il conviendrait d’avoir une population d’individus appartenant a la méme race pour éviter
des variations en termes de résistance et de résilience a I’infestation que la sélection génétique au sein
des races peut influencer de fagon plus ou moins héritable. Une étude menée par Gasbarre et al. (2001)
a mis en évidence des phénotypes significativement différents concernant le nombre d’ceufs excrétés
par gramme de feces (opg) chez des veaux de race Angus produits en utilisant pour I’insémination de
la semence de taureaux a opg respectivement faibles et élevés. La génétique de I’hdte influence donc
ce parametre et I’héritabilité de ce trait a été attribuée a environ 0,3 (Gasbarre et al., 2001).

De ce fait, la génétique de I’hote peut modifier la dynamique de I’infestation. En ayant conscience
de ces différences interindividuelles liées au génome qui expliquent la distribution sur-dispersée du
parasitisme et donc de 1’excrétion fécale au sein d’'un méme lot, il serait préférable de limiter au
maximum cette variabilité en choisissant des animaux de la méme race.

Le nombre d’animaux a inclure dans ce type d’essai devra étre également suffisant pour avoir des
données complétes exploitables statistiquement. Au total, en anticipant les pertes potentielles au cours
de I’étude, la population initiale devra comporter 80 génisses pour obtenir une taille de population
finale de 60 génisses avec des résultats entierement utilisables et statistiquement acceptables a la fin
de I’essai, soit au total 30 génisses recevant I’aliment complémentaire et 30 génisses témoins négatifs.
Les génisses seront réparties en lots dans des élevages différents avec un lot par élevage. Chaque lot
sera divisé en deux groupes, un groupe test qui recevra 1’aliment complémentaire et un groupe témoin
négatif auquel sera administré idéalement un aliment placebo. Si cela est possible, cet aliment placebo
devra ressembler a I’aliment complémentaire a tester (forme et appétence) sans contenir de « principe
actif ». Son effet éventuel sera donc indépendant du principe actif (ou de 1’association de principes
actifs) qui est testé.

L’utilisation d’un groupe témoin positif avec des génisses traitées par une molécule strongylicide
allopathique pourrait étre envisagée. Seulement, cela pourrait fausser 1’essai en raison de la protection
croisée indirecte apportée aux génisses recevant 1’aliment complémentaire en diminuant la pression
d’infestation par dilution des larves infestantes sur la pature. On préferera donc une comparaison avec
un groupe témoin négatif.

Les génisses incluses dans I’étude ne devront pas recevoir de traitement ou de complémentation
autre que I’aliment complémentaire testé, que ce soit a visée antiparasitaire ou non. Si une génisse est
malade et nécessite un traitement, elle devra étre sortie de 1’essai pour éviter de biaiser les résultats.
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Le choix d’inclure 80 génisses permet a la fois de limiter le nombre d’animaux pour répondre aux
impératifs éthiques des essais expérimentaux impliquant des animaux (restreindre leur manipulation,
leur contention et les prélévements) et de rendre pertinente 1’analyse statistique ultérieure des résultats
obtenus avec au moins 30 animaux dans chaque groupe (témoin et test). En effet, afin de mettre en
évidence un éventuel effet positif significatif de I’aliment complémentaire entre les deux groupes, il
convient d’augmenter la puissance statistique avec un nombre suffisamment élevé d’individus dans
la population d’étude pour mettre en évidence une différence potentiellement discréte entre les deux
groupes. Pour comparer les deux groupes, le nombre d’individus nécessaire devrait donc étre le plus
petit effectif théorique qui permettra de garantir I’observation d’une différence significative. Comme
I’effet attendu est a priori plutot petit, un effectif important est donc nécessaire. Idéalement, il faudrait
calculer la taille minimale de la population d’étude de fagon statistique avec un niveau de confiance
et une marge d’erreur fixés, afin d’avoir un nombre adapté, ni trop petit qui ne permettrait pas d’avoir
des résultats significatifs et donc de répondre a la question posée, ni surdimensionné qui conduirait a
inclure des animaux inutilement. Cependant, en pratique, les aspects financiers et logistiques associés
a ce type d’essai doivent étre pris en compte. Le nombre d’animaux requis est donc estimé de fagon
trés approximative et dépendra d’abord du nombre d’élevages volontaires pour participer a 1’étude et
du temps nécessaire a sa réalisation (prélévements, analyses, traitement des données,...).

Les ¢élevages participant a 1’essai devront étre de taille suffisamment grande pour avoir au moins
15 génisses en premicre saison de pature dans chaque élevage. Si les élevages se localisent dans une
zone d’¢levage laitier, le recrutement de 5 ¢élevages devrait étre suffisant pour avoir une population
initiale d’étude de 80 génisses. Les éleveurs voulant bien participer a I’étude devront accepter de ne
pas traiter les génisses incluses dans I’essai, sauf en cas de force majeure (maladie), et prévenir le cas
échéant I’expérimentateur et leur vétérinaire qu’un traitement est nécessaire. De plus, ils devront aussi
posséder des moyens de contention adaptés (cornadis au batiment et barriéres au pré), afin de réaliser
les prélévements en toute sécurité pour 1’animal, I’expérimentateur et I’¢leveur.

Le choix des ¢élevages devra également prendre en compte la conduite de paturage (nombre de
parcelles, temps de séjour sur chaque parcelle,...) et la zone géographique pour limiter au maximum
les facteurs de variation dans la population d’étude sur le temps et les conditions de contact avec les
parasites. Les élevages sélectionnés devront se localiser a proximité dans une aire géographique assez
restreinte pour faciliter les déplacements de 1’expérimentateur et que les conditions météorologiques
soient homogenes entre les élevages. En effet, les conditions climatiques vont notamment influencer
la durée de la phase externe du cycle parasitaire et la répartition des larves sur la pature, ce qui modifie
le niveau d’exposition aux larves infestantes L3 et la vitesse du recyclage parasitaire. Par ailleurs, la
conduite de paturage pour chaque lot de génisses intégré dans 1’étude devra étre clairement détaillée
pour définir les dates de prélevements au moment d’apparition d’une nouvelle génération parasitaire
et interpréter les résultats des analyses en paralléle de 1’évolution du risque parasitaire au cours de la
saison de paturage selon les modalités de la conduite de paturage de chaque élevage.

Cette ¢tude doit reposer sur une démarche expérimentale randomisée. De ce fait, dans chaque lot,
les groupes de génisses devront étre constitués de manicre aléatoire avec un essai comparatif conduit
idéalement en double aveugle lors de I’administration de I’aliment (1’éleveur et 1’expérimentateur ne
doivent pas connaitre la nature des aliments), cela afin de supprimer tout facteur humain susceptible
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d’influencer les résultats. L’objectif est donc d’avoir un niveau de preuve suffisamment fiable pour
¢tablir un lien de causalité et déterminer si I’effet observé est imputable ou non a I’action spécifique
de I’aliment complémentaire testé. En pratique, les groupes traités et témoins négatifs seront formés
par un tirage au sort aléatoire par rapport a leur numéro d’identification en respectant un nombre égal
de génisses traitées et t¢émoins dans chaque ¢levage.

Par ailleurs, les deux aliments (aliment complémentaire testé et aliment placebo), correspondant
respectivement a chaque groupe de génisses (groupe « test » traité et groupe témoin négatif), pourront
étre connus ultérieurement si une différence significative est mise en évidence entre les deux groupes
dans un lot donné, permettant de tirer une conclusion d’efficacité indépendante de 1’effet placebo.

¢) Période de suivi et mise en pratique de I’essai

Le suivi des génisses devra étre effectué idéalement pendant toute la période de paturage, de leur
mise a I’herbe jusqu’a la rentrée en stabulation a I’automne. L’aliment complémentaire sera distribué
avant la sortie des animaux ou au cours de la saison de paturage, selon les recommandations données
par le fabricant. Il faudra tenir compte de la ration de départ dans laquelle 1’aliment complémentaire
sera ajouté, et adapter si nécessaire la forme de distribution pour assurer une bonne homogénéisation
dans la ration et donc optimiser I’ingestion par les animaux en limitant les refus. Par ailleurs, il serait
intéressant de détailler la composition de la ration de chaque lot de génisses avant la mise a 1’herbe
pour déterminer si des constituants sont pourvus de certaines propriétés pouvant interférer de fagon
directe ou indirecte sur le parasitisme digestif des animaux.

La période de suivi pourra étre réduite et arrétée au courant du mois de juillet pour permettre une
analyse des premiers résultats et mettre en évidence une éventuelle premiere différence significative
entre les 2 groupes sur la premicre partie de la saison de paturage. De plus, cette période correspond
a la période d’installation des SGI avant I’apparition d’un risque potentiel d’infestation (au moment
de l’apparition de la 3°™ génération parasitaire), ce qui permettrait de faire un état des lieux en milieu
de saison de paturage sur le niveau d’infestation des génisses dans les 2 groupes, d’avoir une premiere
idée sur I’effet de I’aliment complémentaire testé, et d’éviter de les exposer par la suite a une pression
d’infestation trop élevée susceptible d’entrainer des troubles digestifs ou de retarder leur croissance.
Un traitement AH pourra étre proposé a ce moment a 1’éleveur si les résultats indiquent un niveau

d’infestation trop important avec un risque avéré d’ostertagiose de type 1.

La période de suivi pourra étre étendue a toute la saison de paturage pour renforcer la pertinence
de I’évaluation de I’effet de I’aliment complémentaire testé, d’autant plus si I’effet attendu est discret.
En effet, comme cet aliment doit stimuler I’immunité des animaux, 1’effet pourra étre observé au bout
de plusieurs semaines voire mois de paturage, ou étre variable au cours de la saison de paturage avec
une durée d’efficacité qu’il serait alors intéressant d’estimer et & mettre en perspective selon le niveau
d’infestation des animaux. C’est pourquoi il serait préférable d’effectuer un suivi sur la totalité de la
saison de paturage pour augmenter la puissance de 1’étude a 1’échelle temporelle.

Des points de prélévements réguliers devront étre réalisés pour suivre le niveau d’infestation des
animaux sur toute la période de paturage avec un premier point de prélevements (P1) effectué avant
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la mise a I’herbe pour avoir des valeurs de base en référence. Les dates de prélévements pourront étre
déterminées pour chaque lot dans chaque élevage en s’appuyant sur les dates prévisibles d’apparition
des générations parasitaires au cours de la saison de paturage a 1I’aide de la modélisation proposée par
le systéme expert Parasit’sim. Si le suivi veut étre effectué jusqu’a juillet, il faudra prévoir environ 4
points de prélévements apres P1 qui seront réalisés approximativement toutes les 3 a 4 semaines. Cet
intervalle de temps entre chaque point de prélévements correspond a la durée d’évolution d’un cycle
parasitaire complet.

Les génisses de chaque groupe pourront soit étre rassemblées sur la méme parcelle, soit séparées
sur deux parties adjacentes d’une méme parcelle délimitées physiquement par une cloture temporaire.
La séparation des deux groupes sur deux portions de pature permettra d’évaluer si I’aliment a un effet
positif significatif sur le niveau d’infestation dans des conditions identiques de paturage. Seulement,
d’un point de vue pratique, la mise en place d’une cloture temporaire pour séparer la parcelle en deux
parties équivalentes peut étre chronophage et contraignante pour 1’éleveur. Par ailleurs, un dispositif
temporaire ne sera pas forcément suffisant pour empécher les génisses de franchir la cloture, avec un
risque important de fausser I’essai si les animaux des deux groupes se mélangent. Si la séparation des
deux groupes est préférée, il conviendra de choisir des fermes expérimentales qui pourront déployer
plus facilement des clotures solides et suffisamment résistantes pour assurer une délimitation continue
des groupes test et témoin pendant toute la saison de paturage. Le regroupement des génisses sur la
méme parcelle sera plus facile a mettre en ceuvre et permettra d’évaluer I’influence des animaux du
groupe test recevant I’aliment complémentaire sur le recyclage parasitaire et sur la contamination de
la pature, et si une protection indirecte peut étre observée chez les génisses du groupe témoin paturant
sur la méme parcelle grace a une pression d’infestation réduite par dilution des parasites sur la pature.

d) Choix des analyses

Le suivi du risque parasitaire et I’évaluation de I’effet du produit testé porteront sur 4 méthodes
de diagnostic complémentaires. L’évaluation du risque parasitaire dans chaque lot de génisses selon
une conduite de paturage préalablement détaillée va donc reposer sur plusieurs outils de diagnostic
quantitatifs déterminant le niveau d’infestation des animaux (coproscopie et dosage du pepsinogene
sérique) et le niveau de contamination des parcelles (comptage des larves L3 présentes dans 1’herbe).
Un diagnostic strictement qualitatif ne présente pas d’intérét car I’infestation est systématique a partir
du moment ou les bovins paturent. Par ailleurs, une coproculture par groupe (groupe test et groupe
témoin) dans chaque lot de génisses sera aussi réalisée a chaque point de prélévements pour faire une
diagnose d’espece fiable et estimer les proportions respectives entre les especes de strongles.

A chaque visite, la réalisation des différents gestes techniques lors des prélévements devra suivre
un protocole précis afin d’avoir une bonne reproductibilité et des conditions de sécurité optimales.

%+ Coproscopies avec la technique mini-FLOTAC

Pour évaluer le niveau d’infestation, des coproscopies devront €tre réalisées sur toutes les génisses
incluses dans cet essai et a chaque point de prélévements pour quantifier I’excrétion fécale d’ceufs de
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SGI en nombre d’ceufs par gramme de féces (opg). Cependant, cet examen direct présente des limites
et son interprétation pour statuer sur le risque parasitaire peut étre parfois délicate. En effet, la valeur
diagnostique de la coproscopie quantitative n’est pas forcément fiable selon le contexte. Le seuil en
opg entre une infestation subclinique avec ou sans répercussion sur la croissance n’est pas défini. La
coproscopie n’est donc pas trés intéressante dans les cas d’infestations subcliniques car il existe une
mauvaise corrélation entre le niveau d’excrétion fécale et la charge parasitaire (Charlier et al., 2020).
Plusieurs éléments expliquent que la quantité d’ceufs excrétés ne soit pas proportionnelle a la charge
parasitaire :

1) La fécondité de Cooperia est supérieure a celle d’Ostertagia, alors que le rapport est inversé
concernant leur pouvoir pathogene. La coproscopie ne permet pas de différencier les especes
de SGI a partir des ceufs donc un nombre élevé d’opg dans des cas d’infestations subcliniques
ne signifie pas forcément que le risque de retard de croissance est important, et inversement.
La prolificité des parasites issus des larves transhivernantes étant élevée, la valeur d’opg peut
étre relativement importante en début de saison de paturage alors que le niveau d’infestation
est encore limité.

2) L’installation de I’immunité réduit la ponte des femelles et favorise I’enkystement des larves
L4 dans la muqueuse.

3) L’activité des larves L4 en hypobiose est inhibée. Elles n’évoluent plus vers le stade adulte et
ne pondent pas d’ceufs. De ce fait, a la rentrée en stabulation, comme une grande proportion
de parasites, jusqu’a 80 % des L4 (Armour & Duncan, 1987), sont en hypobiose (ostertagiose
de pré-type 2), la charge parasitaire peut étre élevée alors que 1’excrétion fécale est basse.

4) Un phénoméne de compétition dit « densité-dépendant » limitant I’installation de nouveaux
parasites et diminuant leur fécondité se met en place lorsque la densité de vers adultes est trop
importante.

Toutefois, la coproscopie présente un vrai intérét en cas de manifestations cliniques évocatrices
d’une strongylose digestive pour confirmer une suspicion de gastro-entérite d’origine parasitaire en
cours de saison de paturage lors d’une ostertagiose de type 1. Dans ce cas, la ponte des femelles n’est
pas encore entravée par le développement de I’immunité ou le phénoméne d’hypobiose.

La corrélation entre le nombre d’ceufs excrétés (opg) et le nombre de parasites présents chez I’hote
est donc meilleure. De ce fait, la coproscopie sera, a ce moment, un bon reflet de la charge parasitaire
et aura une valeur diagnostique suffisamment fiable pour établir si les bovins sont malades a cause
d’une charge parasitaire trop ¢élevée.

Dans cet essai, le suivi régulier des animaux avec les coproscopies et les dosages de pepsinogene
sérique permettra de surveiller leur niveau d’infestation. En cas de résultats indiquant un risque, quel
que soit le groupe de génisses (test ou t€émoin), un traitement anthelminthique approprié pourra étre
proposé a I’¢éleveur selon la durée de paturage restante et les possibilités de changement de parcelle.
On privilégiera au maximum un traitement anthelminthique a action immédiate (benzimidazoles), en
accord avec les problématiques précédemment détaillées liées a 1’'usage des anthelminthiques, et le
cas échéant, apres avoir changé les animaux de parcelle pour éviter I’apparition de populations de
parasites résistants aux anthelminthiques.
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Méthode
» Réalisation et conservation des prélévements

Les prélevements de féces devront étre effectués directement dans le rectum ou lors de défécation
naturelle juste aprés émission en €vitant le contact avec le sol (partie haute des bouses) pour limiter
la contamination avec des éléments du milieu extérieur (nématodes libres par exemple).

Les bouses seront prélevées avec des gants de fouille qui seront changés entre chaque animal. Le
maximum de féces sera ensuite dépos¢ dans un pot en plastique identifié¢ du numéro de travail de la
génisse, afin de faciliter par la suite la réalisation des coproscopies.

Les coproscopies devront étre réalisées le plus rapidement possible apres les prélévements pour
¢viter I’évolution ou I’altération des éléments parasitaires (dans les 24 heures). Si elles doivent étre
différées, il est possible de conserver les prélévements a basse température (2°C a 8°C) jusqu’a une
semaine pour fixer les éléments parasitaires dans le stade de leur émission, ralentir leur évolution de
facon réversible (possibilité de coproculture ultérieure) et ne pas modifier leur morphologie.

» Coproscopie quantitative par flottation : technique mini-FLOTAC

Dans cet essai, les coproscopies seront réalisées aprés concentration des éléments parasitaires par
flottation. Le principe repose sur une dilution du prélévement de féces dans une solution de densité
¢levée (appelée liquide de flottation) afin de concentrer les ceufs de SGI que 1’on souhaite observer,
de densité inférieure, a la surface du liquide.

Nous utiliserons une solution saturée de chlorure de sodium (NaCl) de densité 1,20 (liquide de
Willis). Ce liquide de flottation présente plusieurs avantages : il est facile a réaliser, son coit est faible
et il est sans risque pour le manipulateur et I’environnement.

Le choix d’une technique coproscopique quantitative s’est porté sur la technique mini-FLOTAC.
Récemment développée en 2013 par le Pr Cringoli, cette méthode repose sur le principe de flottation
et se présente en un kit composé de 2 éléments (figure 10) :

Fill - FLOTAC | Mini - FLOTAC

Figure 10 : Fill-FLOTAC et mini-FLOTAC (Barda et al., 2013)

63



e Fill-FFLOTAC : il s’agit d’un pot gradu¢ constitué¢ d’un collecteur conique pour la préparation
et I’homogénéisation d’un volume donné d’échantillon fécal dans la solution de flottation, et
d’un filtre sous le couvercle pour obtenir une suspension fécale dépourvue des débris fécaux
non délités et des longues fibres végétales.

e Mini-FLOTAC (figure 11) : il comprend 2 composants physiques, la base (i) et le disque de
lecture (i1) avec 2 chambres de 1 mL chacune (soit un volume total de 2 mL). Ce dispositif
permet d’abord la flottation dans les chambres en faisant intervenir les différences de densité
entre les ceufs et le liquide dans lequel ils sont en suspension, puis la translation grace a la clé
(i11) qui permet de faire tourner le disque de lecture, et enfin la lecture au microscope optique
au niveau des réseaux grace a un adaptateur spécial (iv). Seul un film trés mince est observe,
ce qui améliore le confort de lecture.

= y(iii]

Figure 11 : Composants du mini-FLOTAC (Cringoli et al., 2017)

Cette méthode nécessite entre 10 et 15 minutes de préparation avant I’analyse au microscope. Sa
réalisation est décrite étape par étape dans le tableau V ci-dessous.

64



Tableau V : Etapes de la coproscopie avec la technigue mini-FLOTAC

Etape n°1

Ajouter 45 mL de liquide de
flottation dans le pot du Fill-
FLOTAC

Etape n°2

Echantillonner le prélévement
de féces avec le collecteur
d’un volume équivalenta 5 g
en nivelant la surface

Etape n°3

Homogénéiser 1’échantillon de
feces dans le liquide de
flottation : on obtient alors une
solution d’un volume total de
50 mL

Etape n°4

Remplir les deux chambres de
lecture du mini-FLOTAC avec
la suspension fécale filtrée

Etape n°5

Laisser reposer 10 minutes
(flottation des ceufs)

Etape n°6

Tourner la clé pour faire
tourner le disque de lecture
(translation)

Etape n°7

Lecture/comptage des ceufs
sur 1 ou 2 chambre(s) au
niveau du/des réseau(x) a

I’objectif x10
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Le résultat sera donné en opg et dépend du nombre de chambres lues. On multipliera le nombre
d’ceufs par un coefficient multiplicateur de 5 si on lit les 2 chambres (volume de 2 mL) et de 10 si on
lit une seule chambre (volume de 1 mL). Ces coefficients multiplicateurs sont déterminés a partir de
cette formule :

Volume total de la suspension (liquide de flottation + feces) 50
Volume lu * Poids de I'échantillon " (lou2)*5

Coef. multiplicateur =

La technique mini-FLOTAC qui sera utilisée dans cette étude répond a tous les criteres recherchés
pour une coproscopie quantitative : praticité, facilité de réalisation, bonne sensibilité, faible colit du
fait que le matériel soit réutilisable, et bonne reproductibilité. Le seuil limite de détection est de 5 opg
dans les conditions expérimentales précédemment détaillées. Mais cette sensibilité de détection peut
varier selon la quantité de féces prélevée, le volume de liquide de flottation ou la nature de la solution
de flottation utilisée. Il est donc important de bien respecter le protocole décrit dans le tableau V.

Lecture et interprétation

» Reconnaissance des ceufs de strongles

Les ceufs de strongles digestifs sont facilement identifiables. De taille moyenne (80-100 pm x 30-
50 um) et de forme ellipsoide, ils ont des poles arrondis et une coque mince. Le contenu est composé
d’une morula formée de nombreux blastomeres (> 16) remplissant plus ou moins I’ceuf (figure 12).
Si cet aspect caractéristique est facile a reconnaitre, la diagnose d’espéce a partir des ceufs n’est pas
possible, a ’exception de I’ceuf de Nematodirus qui est aisément reconnaissable par sa grande taille
(> 130 um x 70-120 um), ses poles pointus et sa morula constituée de gros blastomeres peu nombreux
(figure 13). Pour les autres especes, seule la coproculture permettra de faire la distinction a partir des
larves L3, notamment pour connaitre les proportions respectives de O. ostertagi et C. oncophora et
estimer leur impact. Cette méthode est trés peu réalisée en routine pour des raisons pratiques (délai
de culture) et économiques.

= SR P A Y
Figure 12 : (Eufs de strongles observés au microscope optique (Parasitologie ONIRIS)

Figure 13 : (Euf de Nematodirus (Parasitologie ONIRIS)
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» Signification du nombre d’ceufs par gramme de féces (opg)
Des seuils diagnostiques indicatifs par intervalles d’opg sont donnés pour déterminer le niveau
d’infestation des animaux (tableau VI). Ces seuils ne sont pas fixes et constituent d’abord des reperes

pour confirmer ou infirmer une suspicion de strongylose digestive clinique.

Tableau VI : Interprétation des résultats de la coproscopie

Niveau d’excrétion fécale (opg) Interprétation de ’infestation
opg <50 Faible
50 <opg <500 Moyenne

Des niveaux d’excrétion moyens a tres €levés sont plus en faveur de cette hypothése, alors qu’un

niveau d’excrétion faible doit étre interprété plus prudemment en fonction de la date du prélévement.
Comme détaillé précédemment, la corrélation entre la valeur en opg déterminée par coproscopie et la
charge parasitaire de 1’animal dépend du contexte et de la date au moment du prélévement au cours
de la saison de paturage.

Si ’automne est déja bien avancé ou au moment de la rentrée en stabulation, il est intéressant de
compléter la coproscopie par un dosage du pepsinogéne sérique car I’hypobiose a déja pu se mettre
en place.
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«» Dosage du pepsinogéne sérique

Des dosages de pepsinogene sérique seront aussi réalisés sur toutes les génisses incluses dans cet
essai et a chaque point de prélevements pour évaluer le niveau d’infestation des animaux et surveiller
le risque parasitaire.

Le pepsinogene est le précurseur de la pepsine (enzyme protéolytique) produit physiologiquement
par les cellules principales de la muqueuse de la caillette. Quand I’organe est intact, il est activé sous
I’action de I’acide chlorhydrique sécrété par les cellules pariétales des glandes gastriques et une petite
partie seulement passe de la lumicre abomasale dans la circulation sanguine. En cas de 1ésions de la
caillette, dues notamment a O. ostertagi, I’activité sécrétrice des cellules pariétales est altérée, ce qui
entraine une augmentation du pH et donc limite la conversion du pepsinogeéne en pepsine. De plus,
ces lésions conduisent a une perte des jonctions serrées intercellulaires, ce qui facilite le passage du
pepsinogene accumulé dans le sang. C’est cette valeur qui est mesurée lors du dosage. Le pepsinogene
est donc un bon indicateur 1ésionnel de la caillette qui permettra d’évaluer le niveau d’infestation par
O. ostertagi notamment.

Prélévement

Les prélevements de sang seront réalisés sur toutes les génisses et a chaque point de prélévements
sous la queue au niveau de la veine coccygienne sur tube sec sans anticoagulant (EDTA ou héparine)
pour ne pas modifier la réaction de dosage, avec une aiguille neuve changée entre chaque animal et
un vacutainer. Le volume de sang prélevé sera de 4 a 5 mL environ, jusqu’au trait indiquant le niveau
de remplissage optimal. Chaque tube sera ensuite homogénéisé et identifi¢ du numéro de travail de
la génisse avant acheminement au laboratoire. Le sérum a analyser sera récupéré apres formation et
rétraction du caillot sanguin. Une centrifugation préalable des tubes peut étre effectuée pour faciliter
la récupération du sérum. En cas d’hémolyse, il faudra tenir compte de la variation du pH pour la
réaction de dosage.

Principe de la méthode de dosage du pepsinogéne sérique (méthode INRA)

La mesure du taux de pepsinogene sérique repose sur la quantification de 1’activité enzymatique
de la pepsine formée a partir du pepsinogéne contenu dans le sérum. Il s’agit donc d’une méthode
indirecte de mesure du pepsinogeéne sérique, basée sur I’estimation de la quantité de peptides libérés
par réaction enzymatique sur un substrat protéique de référence riche en acides aminés aromatiques.
Cette méthode comprend 4 étapes principales (Kerboeuf et al., 2002) :

1) Transformation du pepsinogene en pepsine active sous I’action conjuguée de la chaleur et de
I’acidité du milieu. Un échantillon de sérum servant de contrdle positif interne est ajouté a
chaque série d’analyse pour vérifier la reproductibilité de la mesure.

2) Attaque de la protéine de référence (hémoglobine bovine) par la pepsine formée, notamment
au niveau des liaisons peptidiques reliant les acides aminés aromatiques. Les protéines qui ne
sont pas dégradées par la pepsine sont précipitées par 1’acide trichloracétique.
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Le substrat utilisé est ’hémoglobine car elle est plus sensible a la protéolyse que I’albumine.
En effet, la quantité de peptides libérés est quasiment doublée avec 1’hémoglobine (Berghen
et al., 1987).

3) Coloration spécifique des acides aminés aromatiques (réactif de Folin et Ciocalteu) et mesure
de la quantité produite par lecture spectrophotométrique donnée en densité optique (DO).

4) Comparaison de la DO obtenue a celles d’une gamme étalon de tyrosine qui sert de référence.
Le résultat est donc exprimé en milli-unités de tyrosine (mUTyr).

Interprétation

Le taux de pepsinogene sanguin est un marqueur lésionnel de la caillette. De nombreuses études
ont cherché a établir une relation quantitative entre le taux de pepsinogene et la charge parasitaire, et
entre le taux de pepsinogene et I’impact clinique et subclinique sur les animaux. L’augmentation de
la concentration sérique de pepsinogene est proportionnelle a I’étendue et la gravité des 1ésions de la
muqueuse de la caillette, elles-mémes liées au nombre de parasites présents.

Dans cet essai, le suivi par dosages de pepsinogéne sera réalis¢ de la mise a I’herbe jusqu’au début
de I’été (début juillet). Les mesures chercheront plutdt a mettre en évidence des charges parasitaires
¢levées dans un contexte de risque potentiel d’ostertagiose de type 1. En effet, pendant cette période,
des cycles parasitaires complets se succedent, entrainant une augmentation progressive du nombre de
parasites chez les animaux. Il faudra donc surveiller en particulier le risque de strongylose digestive
clinique. Si les prélévements se poursuivent jusqu’a la rentrée en stabulation, les mesures de taux de
pepsinogene obtenues permettront d’évaluer si la gestion de I’infestation a été suffisante au cours de
la saison de paturage, si un traitement anthelminthique est nécessaire (charge élevée de larves L4 en
hypobiose) et s’il y a un risque d’ostertagiose de type 2 au printemps suivant.

» Relation entre le taux de pepsinogéne et la charge parasitaire

Kerboeuf et al. (1981) ont réalisé le suivi pendant 4 ans de 53 génisses allaitantes en 17 et 2°™°
saisons de paturage en mesurant le taux de pepsinogeéne et la charge parasitaire totale (autopsie avec
comptage parasitaire des vers adultes et des formes immatures dans la caillette). Les six génisses en
1% saison de pature, Agées entre 8 et 9 mois et restées avec leurs méres en pature jusqu’au sevrage,
avaient une faible charge parasitaire concordant avec des valeurs de pepsinogéne normales comprises
entre 300 et 600 mUTyr. En effet, la faible part d’herbe paturée par ces animaux permet d’expliquer
que leur niveau d’infestation soit resté bas. Pour 1’autre groupe constitué des génisses en 2°™ saison
de paturage, une relation quantitative entre la charge parasitaire et le taux de pepsinogene a pu étre
¢tablie (Kerboeuf et al., 1981), permettant alors d’estimer respectivement pour un groupe de 5 et 10
génisses la charge parasitaire moyenne correspondant a un taux de pepsinogene donné.

Les données obtenues ont donc permis d’établir une équation reliant le taux de pepsinogene et la
charge parasitaire totale dans la caillette, représentée dans la figure 14 sous la forme d’une droite de
régression (trait plein), et de prévoir les risques li€s a la décision de traiter ou non les individus d’un
méme lot. Des intervalles de confiance de 10 % (droites en pointillés) ont été choisis et représentés

pour un groupe de 5 génisses (k = 5) en 2™ saison de paturage. Ce graphique montre que pour une
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valeur de pepsinogene donnée, 80 % des animaux ont un nombre de parasites compris entre les deux
droites en pointillés. Pour faciliter la lecture, un tableau de correspondance entre les deux parameétres
peut étre proposé pour prévoir la charge parasitaire chez les bovins en 1° et 2°"° saisons de pature

(figure 15).

log{total worm burden)

w

1] 2000 4000

pepsinogen {ml}

Figure 14 : Relation entre le taux de pepsinogene et la charge parasitaire (Kerboeuf et al., 1981)

yo : risque de ne pas traiter les animaux avec une charge parasitaire ¢levée
yi : risque de traiter inutilement des animaux faiblement parasités
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Pepsinogéne Moyenne du nombre | Intervalle de confiance Intervalle de confiance
mU  total de vers pour un groupe pour un groupe
de 5 animaux de 10 animaux
500 4200 2200 - 8100 2500 - 7500
750 5 100 2700 - 9600 3200 - 8300
1000 6100 3300 - 11500 3800 - 9900
1250 7 400 4000 - 13700 4700 - 11700
1500 8900 4800 --16 300 5700 - 14000
1750 10700 5900 - 19600 6900 - 16700
2000 12800 7100 - 23600 8300 - 20 100
2250 15 600 : 8500 - 28 400 10000 - 24 300
2500 18 700 : 10200 - 34 400 11000 - 29500
2750 22600 12200 - 413800 14 200 - 36 000
3000 27 200 14500 - 51000 16 800 - 43 900
3250 32800 17 200 - 62400 19900 - 53 900
3 500 39 500 20 400 - 76400 23500 - 66 400
3750 47 500 24 100 - 93 900 27 600 - 82000
4000 57300 28 400 - 115600 32300 - 101500
4 250 69 000 33 400 - 142600 37800 - 126000
4500 83 100 39200 - 176 400 44200 - 156 000

Figure 15 : Estimation du nombre moyen de strongles dans la caillette selon le taux de pepsinogene

Cette ¢tude est la premicre a établir un lien mathématique entre ces 2 paramétres mais 1’intervalle
de confiance bilatéral de 10 % donne des valeurs étendues. Par exemple, avec 5 prélevements, pour
une valeur de pepsinogéne moyenne de 2000 mUTyr, la charge parasitaire moyenne sera de 12 900
vers avec un intervalle de confiance de 7100 a 23 600 vers. Il n’est donc pas possible de déterminer
de manicre individuelle et précise la charge parasitaire d’un individu pour une valeur de pepsinogene
donnée. De plus, cette mesure ne doit pas s’interpréter de maniere individuelle car une valeur isolée
anormalement élevée peut avoir une autre origine non parasitaire (exemple : ulcére de la caillette).
D’autre part, ces résultats ne sont pas extrapolables a d’autres classes d’ages car ils correspondent a
une situation bien précise avec des animaux ayant passé leur 1°° saison de paturage sous la mére et
des mesures réalisées au cours de la 2°™ saison de paturage.

Pour réduire au maximum I’incertitude de mesure, ’interprétation d’une valeur de pepsinogeéne
doit donc se baser sur une moyenne de plusieurs dosages individuels. La valeur diagnostique de ce
dosage n’est valable qu’a I’échelle d’un méme lot d’animaux. Il convient de prélever 5 a 10 individus
dans un méme lot homogeéne en termes d’age, de conduite de paturage et de traitements regus pour
proposer une interprétation de la valeur moyenne des taux individuels, permettant ainsi d’évaluer si
le phénomene Iésionnel est li¢ a la présence de parasites dans la caillette (augmentation de la valeur
prédictive positive du dosage).

De plus, la distribution des taux individuels sur les animaux testés doit aussi €tre prise en compte
dans I’interprétation de la moyenne. En effet, un seul individu avec un niveau de pepsinogene sérique
tres €élevé peut avoir une atteinte de la caillette non liée aux strongles et contribuer a augmenter une
moyenne alors que les autres individus testés du méme groupe ont des valeurs faiblement hautes ou
normales.
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Le tableau VII ci-dessous présente pour la méthode de dosage INRA utilisée dans I’essai les seuils
d’interprétation de la moyenne des taux de pepsinogene selon le contexte épidémiologique. Les trois
derniéres lignes correspondent a des situations nécessitant un traitement anthelminthique.

Tableau VII : Interprétation du taux de pepsinogene sérique avec la méthode de dosage INRA

(d’apres Ravinet et al., 2015)

Moyenne des dosages

individuels de pepsinogéne Interprétation Commentaires
sérique*
Une petite quantité de
epsinogene passe
Entre 300 et 600 mUTyr Valeurs « normales » PEPSIOgEne p

physiologiquement dans le
sang.

Autour de 1000 mUTyr
(rentrée en stabulation, fin de
PSP)

Faible charge parasitaire

Controle de 1’infestation
efficace, installation de
I’immunité

Entre 1500 et 2000 mUTyr
(rentrée en stabulation, fin de
PSP)

Charge parasitaire ¢levée avec
une majorité de larves L4 en
hypobiose

Risque de conséquences
zootechniques
Risque d’ostertagiose de type 2

Entre 2000 et 2500 mUTyr
(en cours de saison de
paturage)

Ostertagiose de type 1

Ostertagiose clinique d’été ou
de début d’automne

Entre 2000 et 4000 mUTyr
(début de printemps chez des
génisses ayant paturé I’année

précédente)

Ostertagiose de type 2

Ostertagiose clinique de fin
d’hiver due a la sortie
simultanée et massive des

larves L4 en hypobiose

* Moyenne des taux de pepsinogeéne sérique mesurés individuellement sur 5 a 10 individus d’un

méme lot homogene en age, conduite de paturage et traitements anthelminthiques regus.
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«» Coprocultures

Des coprocultures seront aussi réalisées a chaque point de prélévements. Il est envisagé d’en faire
une par groupe (groupe test et groupe témoin), soit deux coprocultures par élevage a chaque point de
prélévements. L’intérét de la coproculture est d’identifier précisément les différentes especes de SGI
en laissant évoluer les ceufs présents dans les féces des animaux prélevés jusqu’a leurs larves L3. Elle
permet d’avoir une idée des proportions respectives des espeéces de SGI dans un groupe de génisses
en réalisant la coproculture a partir d’'un mélange de féces et non seulement a partir d’un seul individu
pris au hasard qui ne serait pas forcément représentatif de I’ensemble des animaux du méme groupe.
De plus, les résultats d’une coproculture individuelle seraient difficilement extrapolables compte tenu
de la distribution sur-dispersée des charges parasitaires au sein d’un lot de génisses qui suit la méme
conduite de paturage.

Cette technique permet de réaliser une diagnose d’espéce fiable, et de différencier notamment O.
ostertagi et C. oncophora. En effet, ce sont les deux especes de SGI les plus fréquentes dans les zones
tempérées. O. ostertagi est considérée comme ’espece la plus pathogene chez les bovins avec une
immunité qui s’installe plutdt lentement (8 mois), tandis que 1’acquisition de I’immunité vis-a-vis de
C. oncophora est plus rapide (4 mois) et son pouvoir pathogéne est modér¢.

De nombreuses méthodes existent mais elles se basent toutes sur les mémes principes. Les ceufs
de strongles sont incubés pendant 8 a 15 jours dans des conditions de milieu contrdlées (température,
oxygénation, hygrométrie) puis les larves sont récupérées par sédimentation (méthode de Baermann)
et observées au microscope. Les larves L3 sont identifiées en utilisant les critéres morphologiques de
diagnose des larves de strongles proposés par Wyk et Mayhew en 2013. Les pourcentages respectifs
de chaque espéce de SGI sont établis a partir de I’observation de 100 larves L3. Si I’échantillon donne
moins de 100 L3, toutes les larves sont identifiées. De ce fait, sur le nombre total de larves identifiées,
il est possible de déterminer le pourcentage de chaque espéce présente.

Les coproscopies devront étre réalisées avant les coprocultures pour avoir un apercu des éléments
parasitaires présents en plus des SGI (strongles respiratoires, Strongyloides, nématodes libres,...).

> Réalisation de la coproculture (figures 16 et 17)

Dans un premier temps, il faut préparer le milieu de culture en étalant directement les féces dans
le support de coproculture choisi (boite de Pétri par exemple). Les conditions de culture devront étre
maintenues constantes, en particulier la température, I’hygrométrie et I’oxygénation. Ces parametres
sont essentiels au bon développement des ceufs jusqu’au stade larvaire L3 dans I’environnement et
conditionnent la rapidité d’évolution en L3, notamment la température. C’est pourquoi, en conditions
de laboratoire, il est nécessaire d’appliquer pendant toute la durée de I’incubation (entre 8 et 15 jours)
une température relativement élevée de 18 a 20°C, une hygrométrie avec un taux d’humidité de 50 a
80 % (ajout d’eau tous les 3-4 jours sur le milieu de culture ou réalisation d’une enceinte fermée avec
des éponges humides), et une oxygénation suffisante (éviter d’étaler une couche trop épaisse de feces
dans le support de coproculture et mélange des féces a de la vermiculite pour avoir une bonne aération
du prélévement).

73



Dans un second temps, les larves sont isolées et récoltées par la technique de Baermann a partir
d’un échantillon frais du milieu de culture car les larves doivent étre vivantes. En effet, cette méthode
se base sur I’hydrotropisme positif des larves vivantes qui migrent donc activement dans 1’eau, ce qui
permet leur concentration au fond du tube relié a 1’entonnoir. L’échantillon de féces préalablement
incubé est donc déposé sur une couche de gaze qui est repliée pour former un baluchon, de sorte qu’il
soit totalement immergé¢. Le dispositif est laissé au repos pendant 12 heures a température ambiante,
puis les premiéres gouttes contenant les larves sont recueillies en ouvrant le robinet ou la pince qui
serre le tube. Apres avoir agité le liquide récolté pour répartir les larves de maniére homogene, on en
préléve une petite quantité a I’aide d’une pipette qu’on dépose sur une lame. Les larves sont ensuite
observées au microscope a I’objectif x 10 ou x 40. Pour faciliter leur identification, elles peuvent étre
immobilisées dans une solution iodée (1 goutte de lugol a 1 %).

0O _00 0
00000

\ —— Eponge lumnde

“—— Boite de Pén

Encemre

Figure 16 : Dispositif proposé pour réaliser une coproculture (site Vetagro-sup)

Figure 17 : Méthode de Baermann (d’aprés RVC/FAO)
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» Identification des larves et interprétation

L’identification au microscope des larves au stade L3 (figure 18) est plus complexe que celle des
ceufs de strongles. Elle se base sur plusieurs caractéres morphologiques : la taille (longueur totale) de
la larve, la longueur et la forme de I’cesophage, la longueur de la queue de la gaine, et la forme et le
nombre de cellules intestinales (Wyk & Mayhew, 2013). En pratique, elle repose principalement sur
I’observation des extrémités craniale (téte) et caudale (queue) des larves préalablement immobilisées.

La gaine est un critére morphologique de diagnose important pour 1’identification de 1’espéce. Un
espace peut se former entre la téte et la gaine chez une larve « vieillissante », déformant alors la forme
caractéristique de I’extrémité craniale, ce qui augmente le risque d’erreur lors de I’identification (Wyk
& Mayhew, 2013). La longueur de la queue de la gaine, correspondant a la portion de gaine libre au-
dela du bout de la queue, est un critére important qui facilite la différenciation des larves. Le tableau
VIII ci-dessous présente les différents éléments de diagnose des larves des principaux SGI rencontrés
chez les bovins.

La coproculture permet donc d’affiner le diagnostic parasitaire en précisant les espéces de SGI
présentes chez les animaux. La diagnose d’espéce étant quasiment impossible par coproscopie a partir
de I’observation simple des ceufs (sauf pour Nematodirus), la coproculture permettra d’évaluer si les
génisses du groupe test présentent des proportions réduites des différentes especes de SGI au cours
de la saison de paturage, en supposant qu’elles développent plus rapidement leur immunité. Comme
le temps pour acquérir une immunité complete et protectrice est trés variable selon I’espece de SGI,
cette technique permettra aussi de distinguer si une espéce est préférentiellement réduite, notamment
C. oncophora qui est particulierement prolifique et chez laquelle I’immunité s’installe en 3 a 4 mois.

2 Queue
Cellule intestinale

Gaine

e d———
mﬁﬂﬁ ﬂh.,.wﬁ Queue de la gaine

Figure 18 : Morphologie générale d'une larve L3 de strongles digestifs (d’aprés RVC/FAO)
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Tableau VIII : Criteres de diagnose des principales larves de SGI rencontrées chez les bovins

(d’apres RVC/FAO Guide to Veterinary Diagnostic Parasitology)

Espece

Description de la larve L3

Ostertagia ostertagi

Extrémité antérieure carrée
16 cellules intestinales
Taille : 700-850 um
Queue de la gaine longue (>
100 pm), en forme de cone et
comportant une légere
inflexion

Photos

Cooperia oncophora

16 cellules intestinales
Taille : 750-850 um
Extrémité antérieure carrée
avec 2 corps ovalaires
réfringents de chaque coté de
I’cesophage en partie
antérieure
Queue de la gaine effilée (<
200 pm)

Nematodirus spp

Extrémité antérieure large et
arrondie
8 cellules intestinales
Grande taille : > 1 mm
Queue de la gaine trés
longue, filamenteuse
Queue larvaire « encochée »

Exsheathed tail )

Oesophagostomum radiatum

Extrémité antérieure large et
arrondie
20 a 32 cellules intestinales
Taille : 750-800 um
Queue de la gaine longue (>
200 pm) en forme de fouet,
filamenteuse
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Espece Description de la larve L3
Extrémité antérieure effilée
et carrée
) 16 cellules intestinales
Trichostrongylus spp

Taille : 650-750 um
Queue de la gaine courte (<
100 um) et de forme conique
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«» Comptage des larves présentes dans ’herbe

Cette technique permet de déterminer le niveau de contamination larvaire d’une pature et donc
d’évaluer le risque parasitaire auquel sont soumis les animaux. Dans cet essai, le comptage des larves
L3 présentes dans I’herbe sera effectué¢ a deux reprises dans chaque élevage, avant la mise a I’herbe
des animaux pour mesurer la contamination résiduelle de la parcelle par les larves transhivernantes
ou par les larves issues d’autres bovins s’ils ont paturé avant la sortie du lot de génisses sur la méme
surface, et a la fin de la période de suivi pour évaluer le recyclage parasitaire. Cette méthode permet
¢galement, comme la coproculture, de faire une estimation relativement précise des pourcentages des
différentes especes de SGI présentes.

> Prélévement d’herbe

Il s’agit de prélever un échantillon d’herbe représentatif de la pature a analyser. Pour cela, il est
nécessaire de réaliser plusieurs points de prélevement quadrillant I’ensemble de la parcelle. Dans cet
essai, le choix de technique se portera sur la méthode de Raynaud. Elle consiste a prélever en 2 étapes
a chaque bouse quelques brins d’herbe (tige et feuilles en évitant de récupérer les racines avec de la
terre), d’abord a proximité (moins de 20 cm autour de la bouse) en recueillant 4 pincées d’herbe aux
4 points cardinaux, puis plus éloigné (plus d’un métre) en prélevant de fagon identique. Au final, il
faut obtenir au minimum un kilo d’herbe.

Comme les larves présentes dans 1’herbe sont sensibles a la dessiccation, il convient d’acheminer
rapidement le prélévement d’herbe au laboratoire pour que 1’analyse soit réalisée dans un délai court
(maximum 24 heures apres prélévement).

> Analyse de I’herbe

Les prélevements d’herbe peuvent étre traités selon deux méthodes pour recueillir les larves qu’ils
contiennent et en réaliser la diagnose :
1) Méthode par lavage : I’herbe prélevée est mélangée avec de I’eau pendant plusieurs minutes.

L’herbe lavée est ensuite récupérée grace a un tamis a mailles de 1,5 mm. Le filtrat obtenu est
de nouveau passé a travers un tamis a mailles de 200 pm, permettant de récolter une solution
contenant les larves a identifier.

2) Méthode par trempage : I’herbe prélevée est laissée a tremper dans un récipient d’eau équipé

d’un plateau grillagé permettant de ressortir I’herbe sans les larves apres égouttage. Le filtrat
obtenu est passé, comme dans 1’autre méthode, a travers un tamis a mailles de 200 pm.

Les larves sont ensuite concentrées par sédimentation a partir du filtrat préalablement obtenu par
I’une de ces deux méthodes. Cela permet de faciliter I’observation des larves au microscope pour les
compter et estimer les proportions des différentes especes de SGI présentes. L’identification se base
sur les mémes critéres morphologiques de diagnose des larves que ceux précédemment détaillés pour
la coproculture (tableau VIII).
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L’herbe est séchée en étuve puis pesée pour pouvoir donner un résultat en nombre de larves L3
par kilogramme d’herbe seche.

> Interprétation

Cette technique permet d’évaluer I’état de contamination de la pature et donc d’estimer la pression
parasitaire exercée sur les bovins. Elle apporte une idée plutdt précise du potentiel de contamination
des bovins, notamment jusqu’au milieu de la premiére saison de paturage (Vercruysse & Claerebout,
2001). En effet, le développement de I’immunité va limiter le taux d’installation des larves ingérées
et leur évolution au sein de 1’hdte. Ainsi, la contamination des animaux sera inférieure a celle de la
pature.

Par ailleurs, méme si une contamination résiduelle notable de la pature avant la mise a I’herbe est
mise en évidence, elle doit au départ diminuer et rester faible grace a I’ingestion des larves présentes
par les animaux et a leur dilution par la pousse de I’herbe.

Figure 19 : Larve L3 d’Ostertagia ostertagi recueillie dans [’herbe (http://www.thebeefsite.com/)
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II. Proposition d’un protocole

L’essai sera mené dans 5 €élevages ayant recours au paturage, sur des lots de génisses qui entreront
dans leur 1°* saison de paturage. Toutes les génisses participant a cet essai seront agées de plus de 6
mois a la mise a I’herbe. Au total, 80 génisses seront incluses au début de 1’essai, réparties dans 5
¢levages, pour disposer a la fin d’au minimum 60 génisses avec des données complétes exploitables
statistiquement, avec la moitié des animaux représentant la population témoin. L’objectif sera donc
de tester I’aliment sur 5 lots de génisses avec un lot par ¢levage. Chaque lot sera divisé en 2 groupes
de génisses formés aléatoirement, un groupe test et un groupe témoin :

e Groupe test : les génisses de ce groupe recevront 1’aliment complémentaire avant la mise a
I’herbe et/ou pendant la saison de paturage, selon les recommandations de durée et de rythme
d’administration données par le fabricant (administration quotidienne, sous forme de « cures »
répétées,...). L’aliment aura été préalablement mélangé a la ration.

e Groupe témoin : les génisses recevront la méme ration mais sans 1’aliment complémentaire

a tester (aliment placebo).

Dans les 5 élevages, la distribution de I’aliment devra étre réalisée en méme temps pour les deux
groupes. Elle pourra étre effectuée par I’éleveur, mais I’expérimentateur devra s’assurer de sa correcte
réalisation et de la consommation de I’aliment par les animaux.

Tableau IX : Répartition des génisses dans les élevages participant a l'essai

Nombre de génisses
dans le groupe
témoin

Nombre total de
génisses dans le lot

Nombre de génisses

Liste des élevages dans le groupe test

Elevage n°1

Elevage n°2

Elevage n°3

Elevage n°4

Elevage n°5

Au total, 5 points de prélévements seront réalisés par €levage sur toute la période de ’essai, un
1% point de prélevements (P1) avant la mise a I’herbe pour avoir des valeurs de base, puis 4 points de
prélévements (P2 — P5) sur la période de paturage répartis en fonction du développement modélisé
des générations parasitaires par le systéme expert Parasit’Sim. A chaque point de prélévements, une
prise de sang pour la mesure du taux de pepsinogene et un prélévement intra-rectal de matiéres fécales
pour la coproscopie et la coproculture seront effectués.

Le tableau X ci-dessous récapitule par ¢levage la date de mise a I’herbe, la date du dernier point
de prélevements (P5) et la durée de la période de suivi des génisses en paturage.
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Tableau X : Périodes de suivi en pdturage

Date de mise a Date du dernier point | Durée de la période

Liste des elevages I’herbe de prélévements (P5) | de suivi en paturage

Elevage n°1

Elevage n°2

Elevage n°3

Elevage n°4

Elevage n°5

Deux prélévements d’herbe seront effectués, un avant la mise a 1’herbe pour avoir une idée de la
contamination initiale de la parcelle, et un a la fin de I’essai pour évaluer la contamination accumulée
de la pature et le niveau de recyclage parasitaire.

La figure 20 représente sous la forme d’une frise chronologique le déroulement de I’essai dans le
cas particulier ou I’aliment complémentaire serait distribué 7 jours consécutifs avant la mise a I’herbe.
Elle s’étend de la premiére rencontre avec I’éleveur jusqu’au dernier point de prélévements, avec les
différents points de prélévements répartis sur une période de suivi des animaux qui se terminerait en
juillet. A ’issue de cette période, si les résultats des analyses mettent en évidence un risque pour les
animaux, quel que soit le groupe concerné, un traitement antiparasitaire approprié sera alors proposé
a I’¢éleveur. L aliment devra idéalement étre administré a chaque fois par I’expérimentateur au groupe
test pour éviter une éventuelle erreur de distribution entre les deux groupes test et témoin, et s’assurer
de la bonne ingestion du produit mélangé a la ration. Si I’aliment complémentaire est sous une forme
solide, on préferera des concentrés pour faciliter le mélange et permettre une meilleure appétence. Si
I’aliment est sous une forme liquide, il pourra étre administré individuellement a chaque génisse du
groupe test avec une seringue drogueuse, permettant de donner une dose précise a chaque animal et
d’éviter des pertes éventuelles de produit dans les refus. De plus, pour limiter les déplacements dans
les élevages sur plusieurs jours consécutifs, I’administration pourra étre confiée a I’éleveur avec une
présence de I’expérimentateur au minimum les deux premiers jours et le septiéme jour pour vérifier
qu’elle se déroule bien et effectuer les premiers prélévements.

l Visite pendant l'essai 5 points de prélé\fe\ments(Pl — P5) : s Prélévement d’herbe
prises de sang + prélevements de bouses

P1 * *
i 2 17 P2 P3 P4 P5

Y R ! ! ]

Administration
quotidienne du
produit pendant 7
jours a la moitié
du lot de génisses
(groupe test)

Mise a I'herbe Fin de Iessai
(début juillet)

Figure 20 : Déroulement et organisation de l'essai

1% yisite de
rencontre en
élevage (récolte
d’informations,
organisation des
prélevements,...)

PERIODE DE PATURAGE

4 points de préléevements : choix des dates de
prélevements selon les dates prévisibles d'apparition des
générations parasitaires (systéme expert Parasit’sim)
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III. Projection et objectifs des analyses statistiques

Cette partie va présenter la démarche générale du traitement statistique des résultats obtenus dans
le cadre de cet essai. Il s’agit uniquement d’une proposition qui devra étre adaptée et modifiée quand
des résultats concrets seront recueillis pour construire des mod¢les statistiques adaptés.

Dans cet essai, le choix des analyses statistiques devra suivre plusieurs étapes de raisonnement.
Au total, 60 génisses réparties dans 5 élevages seront incluses avec des données complétes collectées
a chaque point de prélévements. L’objectif sera d’évaluer I’impact de I’aliment complémentaire sur
I’infestation par les SGI de génisses en 1°° saison de paturage. La question biologique principale qui
se posera pourra étre formulée de la manicre suivante : y-a-t-il une différence significative entre le
niveau d’infestation du groupe test recevant cet aliment et le niveau d’infestation du groupe témoin
dans un lot donné suivant la méme conduite de paturage ? Le niveau d’infestation peut se décomposer
en deux paramétres (valeur du pepsinogéne sérique, nombre d’ceufs de strongles excrétés) qui seront
comparés respectivement entre les deux groupes d’un méme lot a chaque point de prélévements de
facon similaire mais indépendamment 1’un de 1’autre. Pour chacun de ces paramétres, il faudra dans
un premier temps définir les facteurs fixes, aléatoires et les interactions ayant du sens d’un point de

vue biologique pour construire les modéeles statistiques.

Les valeurs des taux de pepsinogeéne seront comparées entre les 2 groupes a partir des moyennes
des dosages individuels réalisés dans chaque groupe. De la méme fagon, le nombre d’opg pourra étre
comparé¢ entre les 2 groupes a chaque point de prélévements en se basant sur la moyenne des résultats
coproscopiques individuels dans chaque groupe.

Les données nécessaires pour I’analyse statistique pourront étre présentées sous la forme suivante
avec la liste des variables et leurs types (figures 21 et 22). Tous les résultats obtenus pendant 1’étude
seront recueillis dans un fichier de données dans le tableur Excel avec une feuille par ¢levage. Chaque
feuille comportera une ligne par individu statistique (numéro de travail de la génisse ou Num_G) et
une colonne par variable (valeur du pepsinogene lors du point de prélévements n°X ou Pepsi_PX et
valeur de la coproscopie en opg lors du point de prélevements n°X ou OPG_PX).

A B (@ D E F G H | J K
1 Num_G Pepsi_P1 Pepsi_P2 Pepsi_P3 Pepsi_P4 Pepsi_P5 OPG_P1 0OPG_p2 OPG_P3 OPG_P4 0OPG_P5

Figure 21 : Suggestion de présentation de la base de données pour un lot de génisses

A B = D
1 Code Signification Type Unité
2 Num_G Numéro de travail de la génisse Qualitatif
3 Pepsi_PX Valeur du pepsinogéne lors du point de prélevement n°X Quantitatif mUTyr
4 OPG_PX Valeur de opg lors du point de prélévement n°X Quantitatif opg
5

Figure 22 : Dictionnaire des variables
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La base de données sera ensuite importée dans le logiciel R. Pour vérifier que I’importation s’est
correctement effectuée, les dimensions de la table importée avec le nombre de lignes et le nombre de
colonnes pourront étre demandées. De plus, 1’affichage du type de variable de chaque colonne pourra
aussi étre vérifié.

Pour les coprocultures, les proportions des différentes especes de SGI seront normalement mises
sous forme de pourcentages sur un total de 100 larves comptées et identifiées. Il s’agira ensuite d’une
analyse univariée avec une variable qualitative, I’espéce de SGI. Une représentation graphique sous
forme de diagramme en barres ou camembert pourra étre proposée pour visualiser la distribution des
différentes espeéces de SGI dans la coproculture de chaque groupe de génisses dans un lot donné et a
chaque point de prélévements. Ensuite, les proportions respectives de chaque espeéce de SGI pourront
étre comparées entre le groupe test et le groupe témoin de chaque lot de génisses afin de déterminer
si une différence significative existe entre les 2 groupes pour une espece de SGI donnée (notamment
les especes d’intérét O. ostertagi et C. oncophora pour des raisons précédemment détaillées) et le cas
¢échéant, a quel niveau d’infestation et a quel moment de la saison de paturage.

Pour les taux de pepsinogene sérique (variable quantitative), il s’agira dans un premier temps de
déterminer la valeur moyenne des dosages individuels dans chaque groupe de génisses dans un lot
donné et a chaque point de prélévements. Il sera possible de générer simultanément les indicateurs de
la distribution de cette variable (moyenne, écart-type, min, max,...). Un mod¢le linéaire pourra étre
utilisé pour traiter les valeurs de pepsinogeéne sérique en considérant le « traitement » des génisses et
le prélevement comme des effets fixes, avec une interaction entre les deux afin d’évaluer 1’effet de
I’aliment complémentaire dans le groupe traité a chaque point de prélévements.

De la méme facon, I’intensité de 1’excrétion fécale d’ceufs de SGI dans chaque groupe de génisses
dans un lot donné et a chaque point de prélévements pourra étre exploitée a partir de la moyenne des
valeurs individuelles en opg de chaque coproscopie réalisée. Un modele de Poisson pourra étre choisi
car il est bien adapté pour traiter des résultats de comptages. De la méme fagon que précédemment,
le traitement et le prélévement seront définis comme des effets fixes avec une interaction entre les
deux.

Méme si les élevages sélectionnés pour participer a I’essai seront situés relativement a proximité,
les conditions rencontrées dans chaque élevage seront différentes (conduite de paturage, période de
suivi, dates de prélévements,...). Les résultats ne seront donc pas totalement comparables.

Cependant, pour chaque mode¢le testé, si les variables « élevage » et « individu » sont définies en
tant qu’effets aléatoires, cela permettra de prendre en compte les caractéristiques propres de chaque
¢levage et de chaque animal. La prise en compte de ces deux spécificités, par un effet « élevage » et
un effet « individu », permettra donc de mieux modéliser les données et facilitera I’extrapolation des
résultats a I’ensemble des élevages de la population d’étude. Par ailleurs, cet effet aléatoire au niveau
individuel est important car les mesures seront répétées aux différents points de prélévements.

Si des différences entre les deux groupes proches de la significativité sont mises en évidence, il
faudra calculer la différence minimale pouvant étre détectée par le modele et le nombre d’individus
nécessaire dans I’étude afin de confirmer la différence mise en évidence. La fonction power.t.test de
R pourra calculer ces deux données sachant que les effets aléatoires ne sont pas pris parfaitement en
compte.
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La simple observation des moyennes et des écarts-types des valeurs de pepsinogene et des niveaux
d’excrétion fécale d’ceufs de SGI ne permettra pas forcément de mettre en évidence une efficacité de
I’aliment complémentaire, notamment si les niveaux d’infestation parasitaire relevés sont faibles. On
pourra donc comparer ces deux variables quantitatives (valeurs de pepsinogene sérique, intensités de
I’excrétion fécale d’ceufs de SGI) entre les animaux des groupes test et témoin a 1’aide d’un test de
Wilcoxon-Mann-Whitney (wilcox.test avec R). Il s’agit d’un test statistique simple non paramétrique
intéressant pour comparer deux échantillons indépendants et de petite taille. En effet, chaque lot sera
constitué de 15 a 20 génisses et formé de deux groupes avec au maximum 10 individus par groupe.
De plus, toutes les mesures seront indépendantes car chaque animal ne sera associé¢ qu’a une mesure
unique a un point de prélévements donné. Ce test permettra donc de tester si les moyennes de chacun
des deux groupes sont proches ou différentes.

I1 sera aussi possible d’utiliser le test de Student pour comparer les moyennes de chaque groupe
en s’assurant préalablement que la variable quantitative étudiée suit une loi normale. On déterminera
les hypothéses HO (les moyennes sont €gales) et H1 (les moyennes ne sont pas égales). Avec un risque
d’erreur a fixé a 5 %, on pourra rejeter HO et conclure que la moyenne observée dans le groupe test
est significativement différente de la moyenne du groupe témoin si la p-value est inférieure a 5 %. La
p-value correspond a la probabilité de rejeter HO a tort (absence d’effet) et donne une indication sur
la significativité d’un résultat. Plus la p-value est petite, plus la probabilité de rejeter par erreur HO
est donc faible. Nous choisirons dans cette étude une p-value de 0,05 (5 %), avec un résultat considéré
statistiquement significatif si la p-value est inférieure ou égale a 0,05, et un résultat considéré comme
non significatif si la p-value est supérieure a 0,05.

Pour vérifier la normalité de la variable quantitative (taux de pepsinogéne ou nombre d’opg), on
pourra utiliser le test de Shapiro-Wilk avec comme hypothése HO : les données de la variable suivent
une distribution normale, et hypothése H1 : la variable ne suit pas une loi normale.

Ces tests statistiques pourront permettre de déterminer si une différence significative existe entre
le groupe test recevant 1’aliment complémentaire et le groupe témoin dans un lot de génisses donné.
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IV. Conclusion

Cette étude expérimentale est un travail préliminaire de présentation d’un protocole expérimental
visant a tester I’effet d’un aliment complémentaire phytogénique a visée préventive dans le contrdle
des infestations par les SGI chez les jeunes bovins en premiére saison de paturage. La mise en pratique
de ce protocole dans le cadre d’un essai terrain ultérieur permettra la collecte de données exploitables
statistiquement pour évaluer I’intérét d’utilisation de ce type de produit.

Le raisonnement de la démarche pour aboutir a cette proposition de protocole pourra étre revu et
adapté selon les éventuelles contraintes imposées par les modalités de réalisation de cet essai dans les
¢levages. Mais les points clés de réflexion ou d’attention qui ont été détaillés pour un essai de ce type
seront normalement maintenus. Ils constituent une trame assez pertinente pour appliquer ce protocole
sur le terrain et statuer de facon précise et fiable sur I’effet du produit.

Ce travail s’inscrit dans une tendance de plus en plus forte et justifiée pour des stratégies de lutte
contre les SGI alternatives aux traitements anthelminthiques conventionnels utilisés chez les bovins.
Les SGI peuvent avoir un impact négatif important sur les jeunes bovins si la gestion de I’infestation
est mauvaise, avec des conséquences cliniques et/ou zootechniques sur le pré-troupeau pouvant avoir
des répercussions considérables sur les performances des adultes.

C’est pourquoi, un contrdle intégré du parasitisme digestif chez les jeunes bovins est primordial.
En combinant plusieurs approches, il permet d’optimiser la croissance des jeunes animaux et d’éviter
les problématiques posées par 1’utilisation des molécules strongylicides. L’approche immunitaire est
une de ces options et offre un éventail de possibilités prometteuses, dont 1’utilisation préventive d’un
nutricament a base d’extraits de plantes possédant une activité sur le systéme immunitaire, en accord
avec les nouvelles attentes économiques, sociétales et environnementales vis-a-vis de 1’élevage.
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ELABORATION D’UN PROTOCOLE EXPERIMENTAL VISANT A
EVALUER UN ALIMENT COMPLEMENTAIRE DANS LE CONTROLE
DES INFESTATIONS PAR LES STRONGLES GASTRO-INTESTINAUX

CHEZ LES GENISSES EN PREMIERE SAISON DE PATURAGE

RESUME

Les strongyloses gastro-intestinales sont des parasitoses systématiques des bovins au paturage.
Les jeunes bovins, naifs a la premiére mise a I’herbe, sont particulierement sensibles a ces infestations
avec des risques de conséquences cliniques et zootechniques. Pour lutter contre ce probléme, 1’'usage
de traitements anthelminthiques s’est fortement développé, notamment avec 1’apparition des lactones
macrocycliques sous forme de formulations pour-on et rémanentes. Seulement, plusieurs limites se
posent actuellement sur leur utilisation, surtout en raison de I’émergence de résistances, de I’impact
environnemental et du retard d’acquisition de I’'immunité chez les jeunes bovins. C’est pourquoi, des
stratégies alternatives de controle sont mises en place, comme la gestion du systéme de paturage, le
recours a des plantes a activité anthelminthique, et la lutte biologique. L’approche immunitaire, ¢’est-
a-dire la stimulation de I’immunité, est une autre voie d’action intéressante et prometteuse en cours
de développement. Dans cet objectif, un protocole expérimental est proposé pour tester 1’effet d’un
aliment complémentaire dans une population de génisses en premiere saison de paturage. Chaque lot
sera divisé en un groupe « test » et un groupe témoin qui suivront la méme conduite de paturage. Des
points de prélevements seront réalisés pour évaluer le niveau d’infestation des animaux et le niveau
de contamination des parcelles. La réalisation d’un essai respectant cette démarche pourrait permettre
une évaluation fiable et pertinente de I’effet d’un nutricament phytogénique a visée préventive dans
le contrdle des infestations par les strongles digestifs, compatible avec une vision agro-écologique de
I’¢levage.
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