Emergence de résistances a la bromadiolone
chez les campagnols ?

P. Berny, J. Vein

Les rodenticides sont utilisés dans la lutte contre les rongeurs commensaux ou champétres depuis les années 50. L’emploi
massif de ces substances a conduit a la sélection de populations de rats et de souris résistantes aux anticoagulants. Quelle
est lorigine de ces résistances ? Comment adapter la lutte contre le campagnol terrestre en cas de résistance ?

RESUME

Divers mécanismes de résistance aux rodenticides (par modification de I’enzyme d’activation de la vitamine K, VKOR, ou modification du
métabolisme des anticoagulants) coexistent chez les rats et la souris. Chez le campagnol, I'utilisation des anticoagulants est plus restreinte
et seule une étude met en évidence de faibles modifications du fonctionnement de I’enzyme VKOR pouvant diminuer modérément la
sensibilité des rongeurs aux anticoagulants. En cas de suspicion de résistance, il convient d’interrompre I'utilisation de rodenticides et
d’utiliser d’autres modalités de lutte proposées dans le cadre de la lutte intégrée.

SUMMARY
Are voles becoming resistant to bromadiolone?

Since the 1950s, rodenticides have been used to combat rodents found in homes and fields. The massive deployment of anticoagulant pesticides
has acted as a selective force on rat and mouse populations, leading to resistance. Several resistance mechanisms have been identified in rats and
mice, including the modification of the enzyme that activates vitamin K-vitamin K epoxide reductase (VKOR)-or changes in how the anticoagulants
are metabolized by the rodents. The use of anticoagulants against voles has been more restrained. A study has shown that small changes in the
functioning of VKOR can moderately decrease rodent vulnerability to anticoagulants. When rodenticide resistance is suspected to occur, it would
be more prudent to switch from using pesticides to using integrated control measures.

- les anticoagulants ont un antidote efficace : la vita-
mine K1 pour le traitement des expositions humaines ou
animales.

1. Utilisation des rodenticides
et résistance des rongeurs

Depuis les années 50, le controle des populations de Malheureusement pour eux, ces composés ont géneé-

rongeurs commensaux a reposé massivement sur I'emploi
des rodenticides anticoagulants. Cette famille de compo-
sés chimiques posséde en effet de nombreux atouts qui
en font des substances intéressantes :

- les anticoagulants agissent de facon différée dans
le temps, apres épuisement des facteurs de coagulation
et des ressources en vitamine K de I'organisme, ce qui
permet de contourner l'aversion alimentaire du rat
d’égout (et sa capacité a lier I'exposition a un nouvel ali-
ment et les troubles survenus quelques heures plus
tard) ;

AUTEURS

ralement une forte liposolubilité et une persistance
hépatique qui conditionne leur durée d’action et surtout
leurs effets sur la faune non-cible (prédateurs et nécro-
phage, voir COEURDASSIER et al., 2014, cet ouvrage ; BERNY
etal., 2010).

L’emploi massif de ces composés a favorisé 'émer-
gence de souches de rongeurs résistants aprés moins
de 10 ans d'utilisation, notamment en Grande-Bretagne
(BoyLE, 1960). 1l est trés vite apparu que cette résistance,
ne pouvant étre dépassée que par 'emploi de doses mas-
sives des anticoagulants (AVK) de premiere génération,
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FiGure 1: Foyers de résistance du rat surmulot
(Rattus norvegicus) aux anticoagulants en Europe et
mutations correspondantes (d’apres PeLz et al., 2005).

FiGURE 1: Locations in Europe where anticoagulant
resistance has been observed in the brown rat
(Rattus norvegicus) and the different underlying muta-
tions (after PELz et al., 2005).

avait un support génétique transmissible. Toutefois, si
l'identification des premiéres souches de rats résistants
date des années 60, il faut attendre 2004 pour identifier
le gene support de l'enzyme concernée: vitamine K
époxyde réductase ou VKOR, gene Vkorcl.

Aujourd’hui, de nombreuses études font état de
foyers de résistances chez les trois especes de rongeurs
commensaux (rat brun, rat noir, souris grise), a des
degrés divers. Ainsi, la fréquence de la résistance apparait
comme tres élevée chez le surmulot (Rattus norvegicus)
en Europe, avec des foyers (parfois étendus) identifiés
dans tous les pays européens qui ont fait la recherche
(PELZ et al., 2005 ; GRANDEMANGE et al., 2009b ; BAERT et
al., 2012 ; figure 1). Plus récemment, les travaux se sont
intéressés a la souris qui semble beaucoup plus résis-
tante spontanément que le rat aux anticoagulants.
L'analyse génétique de différentes populations de souris
a permis de montrer que les souris du sud de I'Europe
(Espagne notamment) se sont hybridées avec la souris
algérienne (Mus spretus) et ont incorporé une séquence
particuliere du géne Vkorcl qui donne une plus grande
résistance naturelle aux individus (Sonc et al., 2011).
Toutefois, en I'absence de cette hybridation (situation
classique de I'Europe du Nord, par exemple en Alle-

a) Site catalytique (C132-C135) de VKOR

ER lumen/
periplasm

Cytoplasm

b) Mutations de VKOR chez les mammiféres

magne), des travaux récents identifient de nombreuses
mutations chez la souris pouvant se traduire par un
niveau de résistance plus ou moins important (PELz et al.,
2011).

Enfin, en ce qui concerne le rat noir, beaucoup
moins présent, les études sont plus rares. Des foyers de
résistance sont identifiés au Japon (IsHizuga et al., 2006 ;
Tanaka et al., 2012). D’autres especes de rongeurs ont
également fait l'objet de travaux décrivant des cas de
résistance lors d’utilisation réguliére d’anticoagulants.
C’est le cas notamment chez le rat des riziéres, Rattus
losea (WANG et al., 2008) et le rat palmiste, Rattus tane-
zumi (ANDRU et al., 2013).

Actuellement, il n'y a pas d’études ciblées sur les
campagnols (terrestres, des champs ou autres) car
I'usage des AVK en plein champ est généralement res-
treint et trés peu de pays les emploient réguliérement
pour controéler ces populations de rongeurs champétres.
A cet égard, la France est un cas particulier et I'utilisa-
tion réguliere de bromadiolone en Franche-Comté ou en
Auvergne notamment, pour le contréle chimique des pul-
lulations de ces rongeurs, a fait l'objet d'un travail
spécifique, détaillé plus bas.

2. Les mécanismes de résistance
des rongeurs

Aujourd’hui, il y a un consensus pour admettre que
le principal mécanisme de résistance génétique repose
sur la modification du géne Vkorcl et de I'enzyme
VKOR quil code.

La figure 2 représente un modéle de la structure de
cette enzyme, située dans les organites cellulaires (réticu-
lum endoplasmique) au niveau des membranes lipidiques.
Le site catalytique, indispensable a l'activation de la vita-
mine K, inclut les acides aminés cystéine aux positions
132 et 135. Un certain nombre de mutations décrites chez
le rat et associées a la résistance de terrain sont représen-
tées sur cette méme figure. La mutation la plus fréquente
en France est Y139F, dans laquelle une tyrosine est rem-
placée par une phénylalanine (L1 et al., 2010 ).

FIGURE 2: Structure de
I’enzyme VKOR indi-

- quant a) le site cataly-
R/RS8 tique (C132-C135) et b)
s/sse § g E036 les mutations identifiées
(soulignées) chez les
mammiféres (d’aprés Li et
al., 2010).

FiGURe 2 : lllustration of
1 ™1 VKOR structure: a) the
/Y139 active site (C132-C135)
2 e and b) the mutations

A (underlined) that have
been identified in mam-
mals (after Li et al., 2010).
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Lorsqu'une mutation est identifiée, il faut ensuite
démontrer qu'elle est impliquée dans la résistance. C'est
un travail qui a été réalisé notamment sur des cellules
recombinantes permettant de travailler sur l'activité de
I'enzyme en cultures cellulaires, en ne sélectionnant que
le géne incorporant la mutation d’intérét. Un tel travail a
été mené sur les principales mutations identifiées chez le
rat (HODROGE et al., 2011), confirmant ainsi les consé-
quences classiques de ces mutations : une diminution
de I'activité de base (moindre transformation de la vita-
mine K) et moindre sensibilité aux anticoagulants.
Parallelement, des rats ont été croisés et sélectionnés sur
la mutation Y139F (la mutation la plus fréquente en
France) sur 8 générations, ne conservant ainsi que 1,5 %
du matériel génétique de la souche sauvage, centré
autour de la zone mutée du chromosome 1 porteur du
gene VKkorcl. La comparaison des individus sélectionnés
et de la souche sauvage montre une parfaite similitude
des profils de résistance (a la fois en activité enzymatique
et en sensibilité de terrain), ce qui permet de démontrer
qu'une mutation ponctuelle de ce géne suffit a produire
la résistance observée (GRANDEMANGE et al., 2009a). Ce
mécanisme de résistance est démontré chez le surmulot
(PELZ et al., 2005), chez la souris (LASSEUR et al., 2006),
(EnpEPOLS et al., 2012b) et plus récemment chez le rat
noir (TANAKA et al., 2012).

Toutefois, ce mécanisme n’est pas le seul impliqué
dans la résistance de terrain. Plusieurs travaux ont éga-
lement montré que la résistance pouvait étre le fait de
modifications métaboliques se traduisant par une
transformation et une élimination plus rapide des AVK
testés. On évoque généralement le role des cytochromes
P450, systéme enzymatique majeur de biotransforma-
tions hépatiques. L'existence de cette forme de résistance
est attestée chez le rat noir depuis longtemps (IsHizukA et
al., 2006), mais aussi chez le surmulot en Europe (MAR-
KUSSEN et al., 2007 ; HEIBERG, 2009). Il faut cependant

a)

Activité enzymatique VKOR
nmol vit. K produite/mg protéine.minute)

souligner que la résistance apportée par ces modifications
de métabolisme est limitée et tres inférieure a celle obser-
vée apres mutation du géne Vkorcl. Historiquement, ce
mécanisme de résistance a été le premier suspecté chez
la souris, notamment parce que la seule modification de
Vkorcl ne semblait pas expliquer la résistance observée
(Lunp, 1972). Une description récente de souches de sou-
ris résistantes a la bromadiolone en Argentine pose
clairement la question de l'existence d'un métabolisme
accru. Cependant, les auteurs n’ont pas pris en compte
le géne Vkorcl, ce qui limite la portée de leurs conclu-
sions (GuipboBoNo et al., 2010).

Sur le terrain, la résistance se manifeste par un
manque d’efficacité (mesurée en termes de mortalité) mal-
gré une consommation alimentaire correcte des appats et
une application en régle des rodenticides. Cette résistance
affecte principalement les substances anciennes de pre-
miere génération comme le coumafene (warfarin) et la
chlorophacinone. Toutefois, de nombreux travaux expéri-
mentaux ou de terrain ont permis de montrer que cette
résistance se manifestait aussi a I'encontre de molécules
de deuxiéme génération comme la bromadiolone ou le
difénacoum. Les substances les plus récentes (diféthia-
lone, brodifacoum, flocoumaféne), uniquement autorisées
pour des luttes contre les rongeurs commensaux a l'inté-
rieur des batiments, ne semblent pas affectées (PELz et
al., 2005 ; ENDEPOLS et al., 2012a , BUckLE, 2013). Ainsi, on
peut observer une efficacité réduite a 30-60 % pour des
anticoagulants, ce qui conduit a changer de matiére active
ou a utiliser des quantités supérieures de produit, avec un
risque accru pour la faune non-cible. Il est démontré que
les anticoagulants ne s’accumulent pas forcément plus
chez les rats résistants (ATTERBY et al., 2005 ; VEIN et al.,
2013) mais la probabilité de survie lors d’exposition a ces
rodenticides est supérieure et le risque d’exposition des
prédateurs est donc également plus important. Il est donc
légitime de s’interroger sur les traitements en plein champ

b) c)

Activité enzymatique VKOR
(nmol vit. K produite/mg protéine.minute)
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FiGure 3 : Inhibition de VKOR par le coumaféne sur des campagnols terrestres issus de zones traitées (a : Vescles) ou
non (b : By) et activité VKOR globale selon le site (c) (d’aprés VEIN et al., 2011).

FiGure 3 : Inhibition of VKOR by warfarin from a) sites where anticoagulant pesticides have been used (Vescles) or
b) control sites (By) and c) overall VKOR activity in voles from different study sites (after Ven et al., 2011).
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Groupe Kn* Vin* Ki*

Campagnol terrestre

- By (témoin) 29,14 0,064 0,42
[24,00-35,19]* [0,059-0,070] [0,38-0,48]

- Vescles 30,42 0,091 0,70
[26,70-34,57] [0,086-0,097] [0,63-0,77]

Rat sensible 57,7 0,67 0,72

Rat résistant 19,5 0,29 29

* Km : Constante de Michaelis ; Vm : Vitesse maximale ; Ki : constante
d’inhibition ; intervalles de confiance a 95 %.
Unité : nmol vitamine K produite/mg protéine.minute

TaBLEAU 1 : Constantes biochimiques chez des cam-
pagnols terrestres issus de zones traitées (Vescles)
ou non (By) par les anticoagulants et chez le rat sur-
mulot (d’aprés LASSEUR et al., 2005).

TAaBLE 1 : Enzyme kinetics for water voles taken from
control sites (By) or sites where anticoagulant pesti-
cides have been used (Vescles) for brown rats (after
LASSEUR et al., 2005).

de populations de campagnols terrestres, proies impor-
tantes dans les réseaux trophiques, en particulier lors des
périodes de pullulation (CceURDASSIER et al., 2011).

3. La résistance est-elle observée
chez les campagnols ?

Un travail in situ a été mené en Franche-Comté.
L'objectif était de disposer d’échantillons hépatiques frais
issus de campagnols terrestres provenant de zones avec
des intensités de traitement variables. Pour cela, le travail
de terrain a porté sur 3 parcelles situées a By, Morteau
et Vescles (Doubs). Ces parcelles ont été sélectionnées
avec des fréquences de traitement allant de O (By,
témoin) a1 (Morteau) voire 2 (Vescles) traitements
annuels au cours des 4-5 années précédant I'étude. Le
piégeage a été mené en dehors des périodes de traitement
et tous les animaux ont été testés pour s’assurer de I'ab-
sence de résidus de bromadiolone susceptibles
d’interférer avec le fonctionnement de 'enzyme VKOR.

Le travail enzymatique mené sur les 3 lots a permis
de caractériser l'activité de VKOR et sa sensibilité aux
AVK. La figure 3 représente l'activité en fonction des
zones de collecte ainsi que I'inhibition enzymatique par le
coumaféne. On observe une différence significative entre
les animaux provenant de Vescles et les autres. Il est éga-
lement noté une plus grande hétérogénéité des individus
issus de Vescles. Une analyse plus fine des résultats indi-
viduels identifie deux sous-groupes a Vescles : I'un proche
des rongeurs de Morteau, l'autre avec une activité beau-
coup plus élevée. De facon trés nette, la réponse des
individus de By (témoins) ou de Vescles au coumaféne
testé comme substance modele est significativement dif-
férente : les campagnols issus de Vescles tolérent des
teneurs en coumaféne plus élevées que les témoins. Le
tableau 1 résume les parametres biochimiques de I'acti-
vité de I'enzyme VKOR.

On peut donc évoquer une différence de catabo-
lisme entre les campagnols prélevés sur des zones peu
traitées par comparaison avec ceux piégés en zones
traitées. La différence reste cependant trés faible et sans
comparaison avec la résistance du rat. Le géne des campa-
gnols terrestres a été identifié et séquencé complétement.
Aucune mutation comparable a celles observées chez le
rat ou la souris n’a été détectée dans les zones traitées.
Cependant, quelques modifications introniques! (haplotype
avec 4 mutations) sont observées sur 5 individus, qui ont
une activité enzymatique et une constante d’inhibition
beaucoup plus élevées que les autres (ce qui pourrait expli-
quer le 2¢ sous-groupe de Vescles). Des modifications
introniques sont décrites aussi chez 'homme. En associa-
tion avec des modifications d'un géne promoteur, elles
peuvent expliquer une différence d’activité de 37 % par rap-
port a des patients classiques (LorioT et BEAUNE, 2006). On
peut imaginer un schéma similaire chez le campagnol.
Enfin, il faut noter que l'activité de base de VKOR chez des
campagnols de Vescles est plus importante, ce qui sous-
entend une meilleure « réserve » de production de vitamine
K lors d'une exposition aux AVK.

Il semble donc bien que des traitements réguliers,
comme c’est le cas sur la parcelle test, peuvent sélec-
tionner des individus moins sensibles aux AVK (VEIN et
al., 2011). La baisse de sensibilité observée reste néan-
moins faible par comparaison avec les rongeurs
commensaux. Il est probable que la pression exercée par
les AVK ne soit pas suffisamment importante : en effet,
les traitements contre rats et souris en zone habitée sont
souvent réalisés en permanence alors que les campagnols
ne font 'objet que d’'une voire 2 applications de rodenti-
cide par an. Pour en avoir la certitude, il conviendrait,
maintenant que le géne Vkorcl est caractérisé chez le
campagnol, de tester I'existence éventuelle de mutations
sur une plus grande superficie. Nous n’avons pas non
plus traité le cas de la résistance métabolique (i.e. une
dégradation accélérée des AVK par le foie) mais aucune
donnée n'est disponible sur ce sujet chez le campagnol.
Si cette hypotheése reste plausible, il faut aussi rappeler
que la résistance métabolique est de moindre amplitude
que celle liée a VKOR, qui a été testée au moins sur des
campagnols terrestres.

Cependant, la question reste posée de la persis-
tance dans les galeries de blé traité (Sace et al., 2007),
qui peut étre le support d’'une exposition plus faible mais
prolongée qui serait beaucoup plus favorable a la sélec-
tion d’individus résistants.

4. Quel avenir pour l'utilisation
des rodenticides
lorsqu’il y a suspicion de résistance ?

Lorsque la résistance est suspectée ou avérée, il
convient de modifier la stratégie de lutte. En ce qui
concerne les campagnols, de nombreux travaux ont montré

1 : intronique : partie non codante d’'un géne, mais qui participe a la
régulation de son activité
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la pertinence de l'utilisation de plusieurs types d’approches
pour le contréle des pullulations, sur le long terme (voir les
autres chapitres de l'ouvrage). On peut revenir sur
quelques éléments de réflexion cependant.

Faut-il changer de matiére active ? Il a été un
moment suggéré d’employer un autre anticoagulant que la
bromadiolone. Cette stratégie ne semble pas pertinente
car les molécules ont le méme mécanisme d’action et la
résistance est croisée, ce qui signifie qu’on pourra éven-
tuellement observer une résistance a la seconde substance
dans une certaine mesure. Seules les molécules les plus
récentes (brodifacoum, diféthialone) ne semblent pas
connaitre de populations résistantes. Toutefois, leur toxi-
cité environnementale plus marquée ne milite évidemment
pas pour leur emploi (Erickson et Ursan, 2002) et, de plus,
elles ne disposent d’aucune homologation. Compte tenu
des données disponibles aujourd’hui sur la résistance du
campagnol terrestre, la concentration des appats et la
consommation répétée sont de nature a dépasser cette fai-
ble résistance. D’autres substances chimiques ont été
proposées comme le cholécalciférol (dérivé de la vitamine
D), le sélénite de sodium ou la cellulose (Joxkic et al., 2010).
Les résultats sont tres variables chez Microtus arvalis
et dépendent pour beaucoup de l'appétence des appats
proposés et de la durée de consommation. Enfin, le phos-
phure d’aluminium AIPH, est réguliérement employ€ dans
la lutte contre les taupes et les campagnols. Sa trés grande
toxicité pour 'homme souléve régulierement des craintes
quant a son utilisation large et c’est un des pesticides
incriminés dans les cas d’'intoxication humaine les plus
séveres (PERRY et al., 2014).

La résistance est-elle définitive ? Comme souvent,
il semble que la résistance des rongeurs aux AVK soit
régulierement associée a un « cotit biologique » qui freine
le développement des populations résistantes en l'ab-
sence de traitement aux AVK. On a pu montrer ainsi que
les rats résistants ont de moindres performances repro-
ductrices que les rats sensibles (HEIBERG et al., 2006 ;
Jacos et al., 2011), au moins pour certaines souches. Ce
cout biologique serait, au moins pour ces souches, direc-
tement lié au fonctionnement altéré de VKOR, qui se
traduit par une subcarence fonctionnelle en vitamine K
chez les rats mutés. Dés lors, il est logique de penser que
l'arrét des traitements permet de revenir a une moindre
fréquence de résistance lorsque le cotit biologique existe.
Pour certaines souches, cependant, le cotit biologique n’a
pas été identifié (MATAGRIN et al., 2013).

A ce stade, il est raisonnable d’envisager de suspen-
dre l'utilisation de rodenticide de la famille des AVK
lorsqu’'une suspicion éventuelle de résistance est posée.
La forte persistance des appats sous forme de blé dans
les galeries (SaGE et al., 2007) est, de ce point de vue, un
facteur de risque supplémentaire, en maintenant une
pression de sélection a bas niveau favorable a I'élimina-
tion des individus les plus sensibles et a la sélection des
plus résistants. On peut craindre qu'une utilisation plus
importante sur le terrain (par exemple une extension vers
d’autres campagnols) puisse favoriser la présence plus
fréquente d’appats a base d’anticoagulants potentielle-

ment consommés par d’autres rongeurs et, a terme, plus
de résistance sur les populations de campagnols cham-
pétres. L'utilisation d’alternatives (dont des alternatives
non chimiques) est le meilleur moyen de prévenir la sélec-
tion et le maintien de souches résistantes.

Accepté pour publication,
le 4 novembre 2014.
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