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Objectifs pédagogiques

Connaitre les méthodes
de détection des nématodes
in vivo.

Savoir les mettre en ceuvre,
les adapter et les interpréter.

Connaitre I'existence
de tests in vitro.

Essentiel

Le test de réduction
d’excrétion fécale des ceufs
est actuellement le test
de référence
pour les cyathostomes
et P. equorum.

La mesure du temps
de ré-excrétion des ceufs
dans les matieres fécales
permet de détecter
une résistance en devenir.

Des tests in vitro existent,
mais la corrélation
avec les valeurs des tests
in vivo est mal connue
et leur valeur ajoutée
reste limitée
en pratique.
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Lincidence et la prévalence

des populations de nématodes
parasites d'équidés résistants
aux anthelminthiques,

sont en constante augmentation
a I'échelle mondiale.

Il sagit notamment

des cyathostomes

et de Parascaris spp.

La France ne déroge pas

a ce constat.

Des tests fiables et faciles

a mettre en place sont nécessaires
pour prévenir

et pour gérer la sélection

de parasites résistants.

urant les 40 dernieres années, la ges-
tion des nématodes parasites, notam-
ment d'équidés, a reposé sur |'admi-
nistration d'anthelminthiques de synthese a
des dates fixes, et selon un mode non discri-
minant entre les individus [14].
Une telle pression de sélection, appliquée
sur des populations parasites extrémement
diverses, a entrainé I'émergence d'isolats
parasitaires résistants, voire multi-résistants,
a I'échelle mondiale [14, 25].
Les études réalisées en France démontrent
la méme tendance :
une inefficacité quasi généralisée des ben-
zimidazoles (BZ) face aux cyathostomes [23];
un défaut de contréle de P equorum par
I'ivermectine en Normandie [11].

Les méthodes de lutte doivent donc étre
repensées. Un contréle régulier de I'effica-
cité des anthelminthiques prescrits est
notamment nécessaire. Ce controle régulier
permet de s'assurer de I'efficacité du traite-
ment proposé, donc de la qualité du service
offert, et offre également la possibilité de
surveiller I'évolution des populations de
parasites.

L'association mondiale de parasitologie
vétérinaire (WAAVP) a édité une synthése sur
les tests de détection de la résistance aux
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anthelminthiques et sur leurs mises en
ceuvre [3]. Par ailleurs, la recherche se pour-
suit pour rendre ces tests fiables et faciles a
utiliser. Les principaux tests sont décrits dans
cet article.

LE TEST DE REDUCTION D’EXCRETION
FECALE DES CEUFS (FECRT) :
LA METHODE DE REFERENCE

Pour quantifier avec certitude I'efficacité
d'une molécule, il est nécessaire d'abattre
un lot d'animaux infestés apres vermifuga-
tion, afin de compter le nombre de parasi-
tes présents [6]. Cette méthode, aussi appe-
lée “test critique” (critical test en anglais)
n'est pas applicable en dehors de protoco-
les expérimentaux.

Une mesure indirecte (Faecal egg count
reduction test, FECRT), qui quantifie le
pourcentage de réduction d’excrétion féca-
le des ceufs de parasites aprés traitement
avec le composé a tester (benzimidazoles,
BZ, pyrantel, PYR, ou lactones macrocy-
cliques, LM) est donc utilisée. Cette mesure
est, a ce jour, la seule technique validée pour
quantifier I'efficacité d'un anthelminthique
vis-a-vis des strongles in vivo.

En outre, en |'absence d'autres méthodes,
elle est la seule applicable pour détecter la
résistance de P. equorum [20].

Ce test se déroule en trois étapes :

la coproscopie de qualification ;

la vermifugation a JO ;

la coproscopie de controle 14 j apres le
traitement, associée au calcul de I'efficacité
(encadré).

LA MESURE DE LA DUREE
DE RE-APPARITION DES CEUFS
DANS LES MATIERES FECALES

La mesure de la durée de ré-apparition
des ceufs de strongles (Egg reappearance
period, ERP) dans les matiéres fécales est
définie comme la période entre le dernier
vermifuge et la ré-apparition d'un niveau
d'excrétion significatif.

Cette mesure consiste a réaliser des copro-
scopies hebdomadaires aprés vermifugation,
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Encadré - Le test de réduction d’excrétion fécale des ceufs (FECRT)

Etape 1 : La coproscopie

de qualification (J -1 a J -7)

o Le test de réduction d'excrétion fécale
des ceufs requiert une coproscopie avant
traitement. Celle-ci permet de quantifier
le niveau d'excrétion initial et de n'inclure
dans le test que des chevaux présentant
un niveau d'excrétion suffisant pour quan-
tifier la réduction aprés le traitement.

o La WAAVP (association mondiale de pa-
rasitologie vétérinaire) recommande un
comptage d'ceufs/g (OPG) supérieur a 150
ceufs/g [3], et que le test soit mené sur les
chevaux les plus infestés possible.

1. Pour les cyathostomes

o L'excrétion fécale d'ceufs de cyathosto-
mes est sur-dispersée (environ 20 p. cent
des chevaux sont responsables de 80 p.
cent de I'excrétion totale d'ceufs d'un
troupeau [10, 12, 28]).

<> Pour cette premiére coproscopie, il est
donc conseillé de doubler les effectifs,
par rapport a |'effectif final recherché.

o Retenir des individus sujets a I'infesta-
tion (entre 2 et 5 ans, I'immunité étant par-
ticulierement longue a se mettre en place
[12]) et qui paturent depuis au moins 6
semaines (période prépatente moyenne
des cyathostomes de 42 j [4]) optimise le
nombre de chevaux infestés, et diminue
la quantité de travail.

Par ailleurs, ces animaux ne doivent pas
avoir été vermifugés depuis au moins 2
mois (3 mois dans le cas d'une administra-
tion de moxidectine a cause de sa réma-
nence). Il s'agit, en effet, de la période mi-
nimale avant la ré-apparition des ceufs fé-
caux de cyathostomes dans la matiére fé-
cale aprés traitements (cf. infra [2, 5, 18]).

2. Pour Parascaris spp
o Le méme type de recommandations
s'applique a Parascaris spp, en ciblant des

poulains de 3 & 6 mois, qui sont les plus
excréteurs [11]. D'autre part, la période
prépatente étant de 75 a 80 j [20], il est
peu probable d'avoir une coproscopie po-
sitive dans les 90 j aprés un traitement a
I'ivermectine, et dans les 100 j aprés un
traitement avec de la moxidectine.

Etape 2 : La vermifugation (JO)

o La vermifugation doit intervenir dans un
délai relativement court aprés la copro-
scopie de qualification, méme si les va-
leurs de coproscopie d'un cheval varient
peu d'un jour sur I'autre [18].

o Le test standard (photo 1) est mené sur
un lot de chevaux vermifugés et sur un lot
témoin facultatif, non vermifugé. Cela per-
met d'évaluer la dynamique d’excrétion
des populations de parasites et évite ainsi
la confusion entre efficacité du principe ac-
tif et réduction naturelle de I'excrétion.

o La dose d'anthelminthique doit étre
adaptée au poids de I'équidé, mesuré par
une balance ou a I'aide d'un ruban. L'IFCE
(Institut Francais du Cheval et de I'Equita-
tion) propose une liste de formules adap-
tées aux différents gabarits rencontrés [8].

Etape 3 : La coproscopie de contréle
apres traitement (J14)
et le calcul de I'efficacité

o Suite a la vermifugation, une coprosco-
pie de contréle est réalisée 14 a 17 jours
aprés la vermifugation [3]. Ce délai vise a
s'assurer que |'inhibition de ponte qui peut
intervenir apreés traitement soit levée, évi-
tant ainsi de faux négatifs [2].

o Pour obtenir des résultats interpréta-
bles, il est recommandé que les lots
soient composés d’'au moins six chevaux.
o En fonction de la stratégie adoptée, avec
ou sans lot témoin, le pourcentage d'effi-
cacité est alors déterminé avec les formu-
les suivantes [17] :

- Sans lot témoin :
p. cent efficacité =
[1 - OPG(J14)/OPG(J0) ] x 100
- avec lot témoin :
p. cent efficacité =
[1 - OPG (témoin JO) / OPG (témoin J14)
x OPG (traités J14) / OPG (traités JO) |
x 100
o Une valeur inférieure a 90 p. cent était in-
itialement considérée comme indicatrice
de résistance [1]. La communauté scienti-
fique semble cependant s'accorder sur un
seuil relevé a 95 p. cent pour les LM [14].
Ces seuils ont été décidés sur la base de
I'efficacité observée aprés la mise sur le
marché des produits anthelminthiques
[14].
o L'Association américaine des vétérinaires
équins propose différentes interprétations
pour les valeurs moyennes obtenues, re-
portées dans le tableau 1.
o Les résultats du FECRT s'appliquent a la
population parasitaire d'une structure
équestre dans sa globalité, et non a un in-
dividu (sauf s'il est introduit sur I'élevage).
Ainsi, il nest pas possible qu‘un seul indi-
vidu soit porteur de parasites résistants,
au sein d'un groupe montrant des niveaux
d'efficacité attendus [18].
Néanmoins, ce type de situation est sou-
vent rencontré et souligne la forte variabi-
lité inhérente a ce test [18].
o Le FECRT, bien qu'il soit le test de réfé-
rence, ne dispose que d'une sensibilité
trés limitée. Il ne rend compte de la résis-
tance que pour une prévalence de para-
sites résistants supérieure ou égale a 25
p. cent de la population [13].
Les autres limites de ce test sont sa lour-
deur logistique et financiére puisque deux
prélevements et séries d'analyses sont a
envisager.

afin de déterminer la semaine de réappari-
tion des ceufs dans les matieres fécales. o

Tableau 1 - Propositions de seuils par 'AAEP pour l'interprétation
du FECRT vis-a-vis des strongles d'équidés (d'aprés [14])

D'autres auteurs préférent aPRIIquer UN Molécule anthelminthique | CINCACtE  gengiple Resistance  Resistance
seuil plus conservatif. lls considerent ainsi attendue suspectee  averee
que I'ERP correspond & la semaine ou la  ®Fenbendazole / Oxibendazole 99 % >95% | 90-95% <90 %
moyenne des opg (ceufs par gramme) oPyrantel 94-99% >90% 85-90%  <85%
dépasse de 10 p. cent la moyenne des opg s Ivermectine / Moxidectine 99,9 % >98%  95-98%  <95%*

avant traitement [14]. Cette mesure est
expérimentale et relativement chronophage
car les ERP classiquement observés sont de
I'ordre de 5 semaines au moins. Elle permet
toutefois de détecter des niveaux de résis-
tance débutants, indétectables par le
FECRT. En effet, une population de parasites
peut étre sensible a une dose thérapeu-

thique, mais peut disposer d'un niveau de
résistance suffisant a certaines doses infé-
rieures comme celles mesurées en queue de
traitement.

Dans ce cas, I'ERP peut mettre en évidence
une ré-installation précoce de ces popula-
tions qui aurait été qualifiée de sensibles sur
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* ERP = Egg reappearance
period

CEufs d'O. Equi
embryonné
[regle = 50 pm]
dapres [21].

Essentiel

[l La mesure de la durée

de ré-apparition des ceufs
de strongles consiste

a réaliser des coproscopies
hebdomadaires

apres vermifugation,

afin de déterminer

la semaine de réapparition
des ceufs dans les matieres
fécales.

[ La biologie particuliere
d'O. Equi, dont la femelle
dépose ses ceufs aux marges
anales, rend la coproscopie,
donc le FECRT, inutile.
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Tableau 2 - Période de réapparition des ceufs de cyathostomes
dans les matiéres fécales aprés vermifugation (d'aprés [14])

Molécule

ERP* usuel lorsque
la molécule est efficace

ERP* lors de la mise
sur la marché de la molécule

» Fenbendazole / Oxibendazole

4 - 5 semaines

6 semaines

o Pyrantel

4 - 5 semaines

5 - 6 semaines

o lvermectine

» Moxidectine

la base du FECRT (tableau 2). Elle prend
notamment tout son sens pour les molécu-
les a rémanence plus longue (ivermectine,
moxidectine), pour lesquelles des popula-
tions légeérement résistantes peuvent étre
amenées a résister a une dose moindre en
queue de traitement. A ce jour, aucune
application de cette mesure n'a été appli-
quée aux ascarides.

LE CAS PARTICULIER
D'OXYURIS EQUI

o Linefficacité des lactones macrocycliques
(LM) dans le contréle d'O. equi a été rap-
portée dans les deux derniéres décennies.
La derniére constatation a été effectuée en
Allemagne [26].

A I'heure actuelle, aucune base scientifique
ne confirme cette résistance [22]. Mais les
rapports d'inefficacité conduisent a penser
que I'efficacité des lactones macrocycliques
est sub-optimale face a cette espéce [21].
Néanmoins, il peut étre intéressant d'éva-
luer I'efficacité thérapeutique d'un protoco-
le anthelminthique.

o La biologie particuliére de cette espéce,
dont la femelle dépose ses ceufs aux mar-
ges anales, rend la coproscopie, et donc le
Faecal egg count reduction test (FECRT)
inutile [7].

Geste : Le test d'efficacité recommandé se
base donc sur I'application d’un scotch sur
les marges anales, appliqué ensuite sur une
lame de verre. L'examen de cette lame réve-
le alors la présence d'ceufs bruns, de 45 x
90 microm, et qui présentent un bouchon
muqueux a une extrémité (photo 1) [21].

Conseil Lors du traitement contre
Ostertagia equi, il est recommandé de net-
toyer I'anus afin d'éliminer les ceufs dépo-
sés auparavant, et de réaliser un test du
scotch hebdomadaire durant un mois [21].

LA METHODE DE DETECTION
IN VITRO

o La mise au point de tests in vitro pourrait
permettre de simplifier les mesures d'effi-
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6 - 8 semaines

10 - 12 semaines

9 - 13 semaines

16 - 22 semaines

cacité, tout en évitant la lourdeur du
FECRT.

o Néanmoins, a ce jour, trés peu d'outils in
vitro sont validés pour mesurer |'efficacité
des anthelminthiques, et la plupart des
développements proposés concernent les
cyathostomes.

Les tests de détection de la résistance
aux benzimidazoles :

un intérét limité ?

o Deux tests, peuvent étre mis en place
pour détecter spécifiquement la résistance
aux benzimidazoles : le test d'éclosion des
ceufs et la détection des mutations causales
(test de biologie moléculaire) [3].

Le test d'éclosion des ceufs

o Le test d'éclosion des ceufs se base sur
I'effet ovicide des benzimidazoles, qui est
amoindri ou absent en cas de résistance [3].
Il présente I'avantage d'étre facile et rapide
[15].

o Pour mener a bien ce test, les ceufs sont
extraits de crottins frais et mis a incuber en
présence de concentrations graduelles de
benzimidazoles.

Apres 48 h d'incubation, le nombre de larves
écloses est déterminé. Le pourcentage d'ef-
ficacité est déterminé en comparant la quan-
tité de larves écloses a celle d'un lot témoin
négatif [3].

o Ce test n'a toutefois pas été standardisé
pour les cyathostomes et aucune donnée
n‘est disponible pour relier les valeurs
d'EC50 (concentration a laquelle 50 p. cent
des ceufs n'éclosent pas) aux mesures de
résistance in vivo [25].

En pratique :

- Les matiéres fécales doivent étre mainte-
nues a 4°C et traiter le plus rapidement
possible, afin de ralentir au maximum le
développement des ceufs.

- Ce test est donc difficile a réaliser sur le
terrain.

- Si cette condition n’est pas respectée, le
nombre d'ceufs récoltés peut étre forte-
ment diminué, et la présence d'ceufs a un
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Figure - Mise en place d’'un protocole de mesure de I'efficacité
des anthelminthiques

J-1 aJ-7 : coproscopie de qualification

Pour les cyathostomes :

- Prévoir le double d'animaux par rapport
a la taille du lot prévu

- Cibler les chevaux excréteurs (2 - 5 ans)

- Dernier vermifuge > 8 semaines

Pour P equorum
- Dernier vermifuge > 12 semaines

J 0 : vermifugation

Ivermectine
N=6

- Constituer des lots de 4 a 6 chevaux
- Lot témoin facultatif
- Niveau d'excrétion > 150 ceufs/g

N=6

Pyrantel . L
N=6 Témoin
N=6

J 14 : coproscopie de controle

Coproscopie

- % efficacité = [1 - OPG (J14) /OPG (JO) ] x 100

Résistance si : - % efficacité > 90% (PYR, BZ)

stade avancé de développement peut biai-
ser les résultats [15].

Les mutations causales

o La détection des mutations causales (géne
de synthése de la B-tubuline) de la résistan-
ce aux benzimidazole par PCR peut égale-
ment étre mise a profit.

o Chez les cyathostomes, deux mutations
ont été identifiées (codons 167 et 200 de ['i-
sotype 1 du géne de la B-tubuline) et asso-
ciées a la résistance aux BZ [25].
Néanmoins, les populations de cyathostomes
comprennent un nombre élevé d'espéces,
pouvant varier d'une population a
I'autre, rendant |'association des tests molé-
culaires et du phénotype de résistance trés
délicate a interpréter [25]. De plus, la préva-
lence élevée des populations de cyathosto-
mes résistantes aux BZ remet en question I'in-
térét de ces tests. En outre, aucun cas de
Parascaris spp. résistant aux benzimidazoles
n'a été publié [14] et aucune des mutations
classiquement associées a la résistance aux
benzimidazoles n'a été mise en évidence [24].

Le test d'inhibition
du développement larvaire

o A la différence du test d'éclosion des
ceufs, le test de développement larvaire
peut étre appliqué pour chacune des trois

- % efficacité > 95% (LM)

classes d'anthelminthiques, mais donne un
résultat plus tardif (10 j) [3].

Le test consiste a faire éclore les ceufs en lar-
ves de stade 2 (48 h), et a exposer ces larves
aux molécules d'intérét, afin d'évaluer le
pourcentage de larves ayant pu se dévelop-
per en larve de stade 3 aprés une semaine
d'incubation [3].

o Un kit commercial, le DrenchRite® est dispo-
nible (Microbiology screening technologies).

o Le test de développement larvaire sur des
populations de cyathostomes n'est décrit
que dans deux études, a ce jour.

Toutefois, leurs conclusions se sont avérées
identiques : les forts niveaux de variabilité
intra- et inter-isolat de ce test le rendent
inutile en I'état actuel [15, 25].

Le test d'inhibition
de la mobilité larvaire

o Le test d'inhibition de la mobilité larvaire
vise a mesurer la capacité des larves de
stade 3 a se mouvoir en présence de
concentrations graduelles de molécules
anthelminthiques paralysantes, pyrantel
(paralysie spastique) ou lactone macrocy-
clique (paralysie flasque) [15].

Ce test a été mis en ceuvre pour tester |'effi-
cacité d'extraits de plantes [19] et tester la
résistance a l'ivermectine [19].

A

Nouveau !

[l La mise au point de tests
in vitro permettrait

de simplifier les mesures
d'efficacité, tout en évitant
la lourdeur du Faecal egg
count reduction test (FECRT).
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Définition
[l Coproculture : incubation
des matieres fécales durant 12 j,

qui permet I'évolution des ceufs
en larves infestantes.
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la détection de la résistance aux anthelminthiques chez les nématodes

o Les larves obtenues aprés coproculture
(définition) sont récoltées par la technique
de Baermann avant d'étre mises en présen-
ce de la molécule a tester durant 2 h a 26°C.
Apres incubation, les larves sont déposées
sur une plaque 96 puits équipée de filtres de
25 pm, retenant les larves immobiles, mais
qui permettent aux larves actives de passer.
Les larves ayant migré sont dénombrées
aprés 2 h, afin de déterminer le pourcentage
de migration corrigé par rapport au niveau
de migration des témoins négatifs.

o Les résultats obtenus par Mc Arthur et coll.
[16] suggerent une bonne corrélation avec
les résultats d'efficacité obtenus in vivo. Les
valeurs des tests in vitro permettent de dis-
criminer des isolats associés a un FECRT >
95 p. cent, de ceux ayant un FECRT < 95 p.
cent. Néanmoins, il semble que les résultats
du test soient inversement corrélés a la date
du dernier traitement. D'autres développe-
ments sont donc nécessaires avant sa géné-
ralisation [16].

PgP-11 comme marqueur
de la résistance a l'ivermectine
chez Parascaris. equorum ?

o Face a la recrudescence des cas de
Parascaris. equorum résistants a l'ivermec-
tine, une étude a cherché a mettre en évi-
dence la base génétique de cette résistan-
ce [14].

Celle-ci compare l'expression différentielle
de différentes pompes d'efflux (P-glycopro-
téine) entre des isolats résistants, et d'autres
non exposés a l'ivermectine.

eJanssen et coll. [9] ont identifié trois muta-
tions dans le géne P-gp11, ainsi qu'une sur-
expression de ce géne dans les isolats résis-
tants [9]. Cette surexpression n'a pas été
mise en évidence sur les ceufs, mais sur les
jeunes adultes.

Quoiqu'intéressants sur le plan mécanis-
tique, ces résultats méritent d'une part d'ét-
re confirmés dans d'autres populations, et
semblent d'autre part difficilement applica-
bles en pratique.

La collecte de jeunes adultes réclamerait en
effet, soit une autopsie, soit un traitement
alternatif (benzimidazole par exemple) apres
un premier échec thérapeutique constaté.

CONCLUSION

o A ce jour, le FECRT (Faecal egg count
reduction test) reste le test de référence
pour détecter la résistance chez les princi-
paux nématodes d'équidés (cyathostomes,
P equorum). Bien que souffrant d'inconvé-
nients majeurs tels que la complexité logis-
tique ou le manque de sensibilité, elle reste
relativement simple a réaliser et peu onéreu-
ses en dehors du temps de travail associé.

o Cet investissement constitue un service
primordial pour maintenir a la fois Iefficaci-
té d'un arsenal thérapeutique limité et la
confiance des clients utilisateurs.

En mettant ce test en ceuvre sur une base
annuelle ou bisannuelle, il permet égale-
ment aux praticiens de se réapproprier un
champ d'activité démédicalisé ces dernieres
décennies. 0

formation continue

1. Le test FECRT peut-il étre réalisé sans lot témoin ?

a. oui

b. non

2. Suite a une coproscopie de qualification dans un centre équestre, seuls huit chevaux

excrétaient plus de 150 opg. :

a. je ne peux pas réaliser de FECRT, car |'effectif est trop réduit
b. je peux tester une seule molécule, avec un lot de six chevaux
c. je peux tester deux molécules, avec deux lots de quatre chevaux

3. Pour réaliser un FECRT, les crottins :

a. peuvent étre conservés a 4°C pendant une semaine
avant d'étre traités par coproscopie
b. peuvent passer la journée dans la voiture avant d'étre conservés

a4°C a la clinique

c. doivent étre conservés a 4°C rapidement et traités dans la journée

4. L'ERP classique de la moxidectine est de :
a. 4 semaines

b. 6 semaines

¢. 8 semaines

5. Le test d'éclosion des ceufs est-il validé pour mesurer la résistance

aux lactones macrocycliques ?
a.oui

b. non
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